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Število mikroorganizmov odpornih proti antibiotikom je iz leta v leto višje. Zaradi tega so 
na področju odkrivanja novih protibakterijskih učinkovin nujne vedno nove raziskave. 
Bakterijska DNA-giraza in topoizomeraza IV sta zelo perspektivni tarči. Encima sta si 
strukturno zelo podobna, zato obstaja možnost za razvoj takšnega zaviralca, ki bo deloval 
na oba encima hkrati. Zelo pomembno je tudi, da encima DNA-giraza pri človeku ne 
najdemo, medtem ko je prisoten v vsaki bakteriji. To nam zagotavlja selektivno toksičnost. 
DNA-giraza in topoizomeraza IV imata pomembno vlogo pri uravnavanju topologije DNA 
med podvajanjem, zato sta nujno potrebna za preživetje mikroorganizma. DNA-giraza je 
sestavljena iz dveh podenot DNA-giraze A (GyrA) in iz dveh podenot DNA-giraze B 
(GyrB). DNA giraza A je zadolžena za cepitev in ponovno združitev verige DNA, medtem 
ko je glavna vloga DNA-giraze B hidroliza ATP in s tem zagotavljanje energije potrebne 
za cepitev in ponovno združitev DNA verige.  
Pri eksperimentalnem delu smo načrtovali in sintetizirali nove potencialne ATP-
kompetitivne zaviralce DNA-giraze B. Sintetizirali smo spojine z 2-amino-6-karboksi-5-
hidroksi benzotiazolnim obročem, ki imajo pripet 3,4-dikloro-5-metilpirolni ali  4,5-
dibromopirolni obroč. Spojine 14, 19 in 21 smo testirali na encimih DNA-giraza in 
topoizomeraza IV iz bakterije Escherichia coli in bakterije Staphylococcus aureus. Najbolj 
obetavna spojino 19, ki je kislinski derivat s 3,4-dikloro-5-metilpirolnim obročem in 
pripeto hidroksilno skupino na mestu 5, je izkazovala zelo dobro delovanje na encimu 
DNA-giraza (IC50 = 3,62 ± 0,87 nM) iz bakterije E. coli. Spojini 19 smo določili še 
protibakterijsko delovanje na bakterijskih sevih Acinetobacter baumannii, Enterobacter 
aerogenes, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, E. coli ter na dveh mutiranih sevih E. coli. Čeprav je 
spojina pri encimskih testih močno zavirala encim DNA-giraza iz E. coli, protibakterijske 
aktivnosti na bakterijo E. coli, ni izkazovala. Vzrok za to so verjetno izlivne črpalke, ki jih 
je divji sev razvil v odgovor na antibiotike. Bakterijskim sevom, ki jim je spojina 19 zavrla 
rast za več kot 80%, smo določili še vrednosti MIK90. Spojina 19 je izkazala zelo nizke 
vrednosti MIK90 na bakterije E. faecalis, K. pneumoniae ter na divji sev S. aureus in sev S. 
aureus odporen na meticilin. 
Ključne besede: protibakterijska učinkovina, zaviralec, DNA-giraza B, benzotiazoli 




The number of microorganisms resistant to antibiotics is increasing each year. Because of 
that, new research in the field of discovering new antibacterial agents is much needed. 
Bacterial DNA gyrase and topoisomerase IV are very promising targets. The enzymes are 
structurally very similar, so there is a possibility for the development of inhibitors that 
would work on both enzymes at the same time. It is also very important that DNA gyrase is 
not found in humans, while it is present in every bacteria, which ensures selective toxicity. 
DNA gyrase and topoisomerase IV control topological state of DNA during replication and 
are therefore essential for the survival of microorganisms. DNA gyrase consists of two 
DNA gyrase A (GyrA) subunits and two DNA gyrase B (GyrB) subunits. Subunit GyrA is 
responsible for cleavage and reunion of the DNA chain, while the main role of subunit 
GyrB is ATP hydrolysis and thereby providing energy for the cleavage and reunion of the 
DNA chain. 
In the experimental work we designed and synthesized a series of new potential ATP-
competitive DNA gyrase B inhibitors. The synthesized compounds possessed 2-amino-6-
carboxy-5-hydroxybenzothiazole scaffold, with attached 3,4-dichloro-5-methylpyrrole ring 
or 4,5-dibromopyrrole ring. Compounds 14, 19 and 21 were tested on DNA gyrase and 
topoisomerase IV from Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The most promising 
compound 19, which is an acid derivative, with the 3,4-dichloro-5-methylpyrrole ring and 
attached hydroxyl group at position 5, was very active against DNA gyrase (IC50 = 3,62 ± 
0,87 nM ) from  bacteria E. coli. For compound 19 we also determined antibacterial 
activity on bacterial strains Acinetobacter baumannii, Enterobacter aerogenes, 
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 
aeruginosa, S. aureus, E. coli and on two mutated strains of E. coli. Although the 
compound strongly inhibited the DNA gyrase from E. coli in the enzyme assays, the 
antibacterial activity on E. coli was weak. This is probably due to the efflux pumps 
developed by the wild strain in response to antibiotics. For compounds, that inhibited the 
growth of bacteria by more than 80%, MIC90 values were also determined. Compound 19 
showed very low MIC90 values on E. faecalis, K. pneumonia, wild-type S. aureus strain 
and methicillin resistant S. aureus. 
Keywords: antibacterial drug, inhibitor, DNA gyrase B, benzothiazole  





A. baumannii  Acinetobacter baumannii 
ADME  absorpcija, porazdelitev, metabolizem, izločanje 
ADPNP  adenozin 5'-(β,γ-imido)trifosfat 
AK   aminokislina 
Arg   arginin 
Asn    asparagin 
Asp   asparaginska kislina 
ATP   adenozintrifosfat 
ATR   oslabljen popolni odboj 
BnBr   benzil bromid 
Boc2O   di-terc-butil dikarbonat 
br s   širok singlet 
CDCl3   devteriran kloroform 
d   dublet 
dd    dublet dubleta 
DKM   diklorometan 
DMF   N',N'-dimetilformamid 
DMSO-d6  devteriran dimetil sulfoksid 
DNA   deoksiribonukleinska kislina 
E. aerogenes   Enterobacter aerogenes 
E. coli   Escherichia coli 
E. faecalis  Enterococcus faecalis 
E. faecium  Enterococcus faecium 
ESI   ionizacija z razprševanjem v električnem polju 
GHKL   giraza, Hsp90, histidin kinaza, MutL 
Glu   glutaminska kislina 
Gly   glicin 
Gyr A   podenota A DNA-giraze 
Gyr B   podenota B DNA-giraze 
His   histidin 
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HPLC   tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti 
HR-MS  masna spektrometrija visoke ločljivosti 
HTS   rešetanje visoke zmogljivosti 
Hz   herc 
IC50   srednja zaviralna koncentracija 
Ile   izolevcin 
IR   infrardeča spektroskopija  
J   sklopitvena konstanta 
K. pneumoniae Klebsiella pneumoniae 
Leu   levcin 
Lys   lizin 
M   molarnost (mol/L) 
m   multiplet 
MeI   metil jodid 
MeOH   metanol 
MF   mobilna faza 
MIK   minimalna zaviralna koncentracija 
Mr   molekulska masa 
MRSA   proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus 
MS   masna spektrometrija 
NMR   jedrska magnetna resonanca 
P. aeruginosa  Pseudomonas aeruginosa 
Par C   podenota C topoizomeraze IV 
ParE   podenota E topoizomeraze IV 
Ppm   delci na milijon (10-6) 
Pro   prolin 
pyyr   pirol 
RA   rezidualna aktivnost 
Rf   retencijski faktor 
RNA   ribonukleinska kislina 
s   singlet 
S. aureus  Staphylococcus aureus 
SAR   odnos med strukturo in delovanjem 
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T   temperatura 
TFA   trifluoroocetna kislina 
THF   tetrahidrofuran 
Thr   treonin 
TLC   tankoplastna kromatografija 
TMS   tetrametilsilan 
Topo I   topoizomeraza I 
Topo II  topoizomeraza II 
Topo IV  topoizomeraza IV 
Tyr   tirozin 
Val   valin 




Bakterijske okužbe so eden izmed glavnih razlogov za človeško obolelost in umrljivost. 
Vzrok za povečanje števila nevarnih okužb v zadnjem obdobju je hitra prilagoditev bakterij 
na antibiotike z razvojem odpornosti. Zaradi tega je potreba po novih protibakterijskih 
učinkovinah, ki bi delovale po novih mehanizmih delovanja in bi bile učinkovite proti 
rezistentnim bakterijskim sevom, velika. Od leta 1960 je na trg prišlo le malo novih 
protimikrobnih učinkovin, medtem ko se je število rezistentnih bakterijskih sevov 
povečevalo in še vedno raste. Vse bolj očitno postaja, da farmacevtska industrija vse težje 
sledi potrebi po novih antibiotikih (1, 2). 
 
1.1 PROTIBAKTERIJSKE UČINKOVINE 
Okužbe, ki jih povzročajo bakterije zdravimo s protibakterijskimi učinkovinami. Te so 
lahko pridobljene naravno (pridobljene iz gliv in mikroorganizmov), polsintezno ali 
sintezno. Snovi naravnega izvora imenujemo antibiotiki, sinteznega pa kemoterapevtiki. 
Večina sodobnih protibakterijskih učinkovin je kemoterapevtikov. Delujejo lahko tako, da 
bakterijo poškodujejo v taki meri, da se ni več zmožna razmnoževati (baktericidno 
delovanje) ali tako, da razmnoževanje le zavrejo (bakteriostatično delovanje) (7). 
Glede na mehanizem delovanja poznamo pet vrst protibakterijskih učinkovin: (i) 
učinkovine, ki zavirajo celični metabolizem oz. antimetaboliti, (ii) učinkovine, ki zavirajo 
sintezo celične stene, (iii) učinkovine, ki vplivajo na delovanje celične membrane, (iv) 
učinkovine, ki zavirajo sintezo proteinov (30s in 50s) in (v) učinkovine, ki vplivajo na 
sintezo nukleinskih kislin (DNA in RNA) (6). 
Za uspešen antibiotik je pomembno, da dosežemo selektivno toksičnost. Ta temelji na 
razlikah med bakterijskimi in človeškimi celicami. Pomembno je tudi, da ima dobre 
farmakokinetične lastnosti (ADME – absorpcija, porazdelitev, metabolizem in izločanje), 
saj lahko le s takšnimi lastnostmi zagotovimo, da učinkovina pride do želene tarče. Za 
bolnika je dobro, da ima antibiotik dolgo razpolovno dobo v plazmi (zdravilo se lahko 
jemlje v daljših presledkih) in da je možno peroralno jemanje (7).  
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1.2 ZGODOVINA PROTIMIKROBNIH ZDRAVIL 
Začetki uporabe antibiotikov segajo že v starodavni Egipt, Grčijo, Rim in Kitajsko. 
Uporabljali so naravno dostopne vire, kot so različne rastline, plesni, iztrebki in med. 
Seveda takrat še niso vedeli, da je za okužbo odgovorna bakterija. Sinteza protibakterijskih 
učinkovin, kot jih poznamo danes, se je začela leta 1909, ko je Paul Ehrlich odkril prvo v 
celoti sintetično učinkovino salvarzan. Uporabljal se je za zdravljenje sifilisa, dokler ga ni 
nadomestil penicilin. Leta 1935 so odkrili sulfonamide, ki so bili prve uspešne 
protimikrobne učinkovine proti sistemskim bakterijskim okužbam. Leta 1940 je na trg 
prišel penicilin, ki je bil še uspešnejši od sulfonamidov. Z odkritjem slednjega se je začela 
»zlata doba« odkrivanja antibiotikov. Sledilo je odkritje mnogih protibakterijskih 
učinkovin, katerih viri so bili naravni mikroorganizmi. Med njimi so kumarini, 
aminoglikozidi, kloramfenikol, peptidni antibiotiki, tetraciklini, makrolidi, ciklični peptidi, 
cefalosporini, kinoloni, itd. Od devetdesetih let naprej so novi antibiotiki večinoma 
pridobljeni sintetično. Izkazalo se je, da so nekatere na novo odkrite učinkovine bile le 
kratkotrajna rešitev, saj so bakterije razvile odpornost proti tem učinkovinam in je 
zdravljenje postalo manj učinkovito (3, 4, 5). 
Kljub temu, da nam je že od devetdesetih let na voljo rešetanje visoke zmogljivosti (HTS), 
protibakterijskih učinkovin, ki bi jih odkrili s testiranjem velikih kemijskih knjižnic ni 
veliko. Učinkovine, ki pa se izkažejo za uspešne pri protibakterijskem delovanju, 
velikokrat ne prestanejo kliničnih preizkušanj zaradi neustreznih farmakokinetičnih 
lastnosti. Razlog za majhno število na novo registriranih antibiotikov je tudi ta, da se le 
malo farmacevtskih družb odloči za odkrivanje novih antibiotikov, saj lahko bakterije 
nanje razvijejo odpornost še preden se jim povrne investiran kapital  (4, 6). 
 
1.3 BAKTERIJSKA ODPORNOST 
Bakterijska odpornost je pojav, ko se bakterija prilagodi protibakterijskim učinkovinam. Te 
niso več zmožne uničiti ali zavreti razmnoževanja bakterije. Proces prilagoditve bakterije 
poznamo že od samega začetka uporabe antibiotikov. Razlog za povečan razvoj odpornosti 
je predvsem množična in velikokrat nekritična uporaba antibiotikov. Doslej so bakterije 
tvorile odpornost še na vsak na novo odkriti antibiotik (7, 8). 
Odpornost je lahko naravna oz. intrinzična ali pridobljena. O naravni odpornosti govorimo, 
kadar je proti neki skupini antibiotikov odporna vsa bakterijska vrsta. V tem primeru je 
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odpornost prisotna že pred prvim stikom z učinkovino. Taka odpornost je posledica 
odsotnosti tarčnih mest v bakteriji ali nezmožnost prodora antibiotika v celico zaradi  
sestave celične stene (7,8). 
V nasprotju z naravno odpornostjo, imajo pridobljeno odpornost le posamezni sevi neke 
bakterijske vrste, ki pa so pred tem že bili v stiku z učinkovino. To je lahko posledica 
mutacije kromosomskega ali plazmidnega gena bakterijske celice ali prenosa nove genske 
informacije iz druge bakterijske celice. Za prenos genske informacije je velikokrat 
zadolžena majhna krožna molekula DNA, imenovana plazmid. Plazmid se lahko prenese 
od ene celice do druge s transformacijo (donorska celica sproži lizo, druga celica sprejme 
njeno DNA), transdukcijo (bakteriofagi prenesejo plazmid iz ene v drugo celico) ali 
konjugacijo (združitev dveh celic in izmenjava plazmidov) (5, 7, 8). 
     
 Slika 1: 1. bakterijska transformacija, 2. bakterijska transdukcija, 3. bakterijska 
konjugacija. Prirejeno po (6). 




1.3.1 Mehanizmi bakterijske odpornosti 
Bakterije so razvile različne mehanizme odpornosti: (i) črpanje antibiotika iz bakterijske 
celice s pomočjo črpalk, kar posledično zmanjša koncentracijo antibiotika v bakterijski 
celici, (ii) zaviranje privzema antibiotika v bakterijsko celico s pomočjo spremenjene 
zgradbe celične stene, (iii) sprememba tarčnega mesta (DNA, RNA, proteini, presnovna 
pot, itd.), kar zmanjša afiniteto vezave antibiotika na tarčo in (iv) inaktivacija antibiotika z 
encimi, tako da pride do preoblikovanja ali razgradnje antibiotika (5). 
 
     
   Slika 2: Mehanizmi bakterijske rezistence. Prirejeno po (5). 
                                                               
1.4 MOLEKULA DNA 
Deoksiribonukleinska kislina (DNA) je biološka makromolekula, ki je pomembna za 
shranjevanje, prenašanje in izražanje genetske informacije. Nujna je za proizvodnjo 
proteinov in reprodukcijo celice, s tem pa tudi za njeno preživetje. Vsebujejo jo tako 
evkariontske, kot prokariontske celice. Celotna dedna zasnova, imenovana genom, je pri 
prokariontih oz. nižjih organizmih manjša in bolj preprosta v primerjavi z evkarionti. 
Zraven kromosomske DNA ima bakterija navadno še veliko število majhnih krožnih 
molekul DNA – plazmidov. Tako kot kromosomska DNA, se tudi plazmidi nahajajo v 
citoplazmi bakterijske celice  (7,9). 
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Slika 3: Struktura DNA. Prirejeno 
po (10). 
1.4.1 Struktura molekule DNA 
Molekula DNA je sestavljena iz dveh 
polinukleotidnih verig, ki sta zviti v dvojno 
vijačnico. Obe verigi sta sestavljeni iz štirih 
različnih strukturnih elementov – nukleotidov, ti pa 
so sestavljeni iz dušikove baze (adenin, gvanin, 
citozin ali timin), deoksiriboze (sladkor) in fosfatne 
skupine. Najpomembnejša lastnost dvojne vijačnice 
je komplementarno parjenje baz, kjer se v pare 
povežejo dušikove baze med obema verigama. V 
paru je purinska baza (adenin ali gvanin) vedno z 
vodikovimi vezmi povezana s pirimidinsko bazo (citozin ali timin). Hidrofobne interakcije 
med naloženimi bazami pa še dodatno stabilizirajo strukturo DNA (3, 9). 
Dolžina molekule DNA je izjemno velika (v bakteriji E. coli meri približno 1,4 mm) in v 
zravnani obliki ne bi prišla v celico. Zaradi tega mora biti molekula DNA v zviti obliki. 
Obstajata linearna in krožna oblika molekule DNA. Linearno obliko najdemo v evkariontih 
in nekaterih virusih, krožno pa v večini drugih mikroorganizmov. Posebnost krožne oblike 
DNA je, da se lahko še dodatno zvije v t.i. dodatno zvito DNA (Slika 4). Molekula DNA je 
lahko dodatno zvita v negativno ali v pozitivno smer. Dodatno zvita oblika ni tako stabilna 
kot sproščena oblika, ampak ne zavzame toliko prostora v celici. Pretvarjanje med obema 
oblikama uravnavajo topoizomeraze. Dodatna zvitost sicer omogoča učinkovito 
shranjevanje DNA, pri procesih podvajanja in transkripcije pa se mora molekula spet 
odviti (3, 9). 
 
1.5 TOPOIZOMERAZE 
Topoizomeraze so encimi, ki uravnavajo topološko stanje DNA med podvajanjem, 
transkripcijo in rekombinacijo, tako da povzročijo spremembo zvitja DNA. Uravnavanje 
topološkega stanja je ključno za preživetje celice, a tudi zelo nevarno. Že najmanjša 
napaka v procesu lahko vodi do poškodbe kromosoma. Topoizomeraze so esencialne v 
vseh bakterijah. Zaradi ključne vloge v bakterijski celici so zelo atraktivna tarča pri 
odkrivanju novih protibakterijskih učinkovin (11, 12). 
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Slika 4: Delovanje topoizomeraz IIA: a) Delovanje DNA-
giraze, b) delovanje topoizomeraze IV. Prirejeno po (13). 
Topoizomeraze razdelimo na topoizomeraze tipa I, ki delujejo tako, da začasno prekinejo 
eno verigo DNA in topoizomeraze tipa II, ki začasno prekinejo obe verigi DNA. Oba tipa 
encimov se vežeta na verigo DNA, in sicer na proste konce terminalne fosfatne skupine 
DNA tako, da se najprej tvori kovalentna vez med tirozinskim ostankom na encimu in 
fosfatno skupino na DNA (nastane intermediat DNA-encim). Pri tem se DNA veriga 
prekine. V nadaljevanju se drugi del verige DNA prenese skozi nastalo okno, pri čemer se 
sprosti en dodatni navoj, sledi ponovna povezava obeh koncev DNA verige in sprostitev 
encima. Za ta proces topoizomeraze tipa I ne potrebujejo dodatnega vnosa energije, 
medtem ko topoizomeraze tipa II potrebujejo energijo, ki nastane ob hidrolizi ATP (13). 
Glede na organizem, kjer določene topoizomeraze najdemo, mehanizem cepitve DNA in 
aminokislinsko zaporedje, lahko topoizomeraze tipa I in II razdelimo v več razredov. 
Bakterijska DNA-giraza in topoizomeraza IV spadata med topoizomeraze tipa IIA (13). 
 
1.5.1 Delovanje in struktura DNA-giraze in DNA-topoizomeraze IV 
DNA-giraza je encim, ki pred replikacijskimi vilicami v DNA ustvarja negativne dodatne 
navoje in tako zmanjšuje torzijsko napetost, ki nastaja med podvajanjem. Topoizomeraza 
IV (topo IV) pa je zadolžena za relaksacijo pozitivnih dodatnih navojev pred DNA 
polimerazo (zmanjševanje napetosti) in za dekatenacijo oz. razplet na novo podvojenih, 
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DNA-giraza je heterotetrameren protein, sestavljen iz dveh podenot DNA-giraze A (GyrA) 
in iz dveh podenot DNA-giraze B (GyrB). Topo IV je paralog DNA-giraze sestavljen iz 
dveh podenot ParC, ki sta homologni GyrA in iz dveh podenot ParE, ki sta homologni 
GyrB. Glavna naloga GyrA in ParC je cepitev in ponovna združitev verige DNA, medtem 
ko je glavna naloga GyrB in ParE hidroliza adenozintrifosfata (ATP) in s tem zagotavljanje 
energije, ki je potrebna za cepitev in ponovno združitev verige DNA (2, 15). 
Celotna kristalna struktura DNA-giraze in topo IV še ni bila določena, so pa znane 
kristalne strukture nekaterih fragmentov, s katerimi si lahko razložimo strukturo in 
delovanje teh encimov. Znani sta kristalni strukturi N-terminalnega 43-kDa fragmenta 
GyrB iz bakterije E. coli v kompleksu z nehidrolizirajočim analogom ATP ADPNP in N-
terminalnega 59-kDa fragmenta GyrA iz bakterije E. coli v kompleksu z antibiotikom 
simociklinonom D8. V strukturi DNA-giraze lahko prepoznamo trojna vrata, ki se 
zaporedoma odpirajo in zapirajo ter omogočijo prehod DNA v različnih stopnjah. GyrB/ 
ParE podenoti tvorita N-vrata, GyrA/ ParC podenoti pa tvorita DNA-vrata in C-vrata. (15) 
 
Slika 5: Struktura DNA-giraze: a) N-terminalni 43-kDa fragment GyrB v kompleksu z 
ADPNP in b) N-terminalni 59-kDa fragment GyrA v kompleksu s simociklinonom D8. 
Prirejeno po (15). 
 
 
Topoizomeraze IIA so razdeljene na 3 dele: N-končni, centralni in C-končni del. N-končni 
del oz. ATPazna domena je sestavljen iz (i) GHKL domene, kjer leži ATP-vezavno mesto 
in je po strukturi sorodna nekaterim drugim encimom (družina encimov: giraza, Hsp90, 
histidin-kinaza in MutL protein) ter (ii) »transducer« domene. Centralni del je sestavljen iz 
(i) TOPRIM (Topoisomerase-Primase) domene, ki vsebuje vezavno mesto za Mg2+ ione in 
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je zato nujna za vezavo DNA, (ii) WHD (winged helix domain) in (iii) »tower« domene. C 
končni del pa vsebuje C-rep (12, 16, 17). 
 
Slika 6: Struktura topoizomeraz tipa IIA (17). 
 
1.5.2 Mehanizem delovanja DNA-giraze in topoizomeraze IV 
Encima DNA-giraza in topo IV preko nadzorovanega odpiranja in zapiranja vrat usmerjata 
premikanje molekule DNA tako, da pride do prehoda ene verige skozi drugo. Mehanizem 
delovanja je večstopenjski. Najprej se DNA segment G (gate-segment oz. vratni segment) 
veže na DNA-vrata, pri tem pa morajo biti N-vrata odprta. Nato se na obe ATPazni domeni 
veže po ena molekula ATP, kar izzove dimerizacijo. To povzroči zaprtje N-vrat in s tem 
ujetje DNA segmenta T (transportni segment). V nadaljevanju encim s pomočjo Mg2+, ki 
deluje kot kofaktor, cepi segment G. Tako lahko pride do prehoda segmenta T skozi 
razcepljen del v segmentu G. Potem se razcepljena veriga segmenta G ponovno združi pri 
čemer ena molekula ATP hidrolizira do ADP. Posledica tega je odprtje C-vrat, sprostitev 
verige T z encima in nato zaprtje C-vrat. Na koncu hidrolizira še druga molekula ATP, kar 
povzroči odprtje N-vrat in sprostitev verige G in dveh molekul ADP. Encim nato vstopi v 
nov cikel (17). 
Protibakterijske učinkovine, katerih tarča so bakterijske topoizomeraze IIA delujejo po 
dveh glavnih mehanizmih. Bodisi stabilizirajo kovalentni kompleks med molekulo DNA in 
encimom (Slika 7, korak 4), ali pa se vežejo na ATP-vezavno mesto na podenotah 
GyrB/ParE in s tem preprečijo vezavo ATP (Slika 7, korak 2). Delujejo lahko tudi tako, da 
Špela Jus  Magistrska naloga 
9 
 
preprečijo vezavo encima na DNA, zavirajo cepitev DNA ali pa zavirajo hidrolizo ATP (2, 
17). 
 
Slika 7: Mehanizem delovanja topoizomeraz IIA in mesta delovanja znanih zaviralcev 
(17). 
 
1.5.3 ATP-vezavno mesto na DNA-girazi B 
Ena od najpomembnejših tarč na DNA-girazi je ATP-vezavno mesto, ki leži na podenoti 
GyrB. Molekula ATP se v to vezavno mesto veže preko številnih vezi (Slika 8, prekinjene 
črte). Fosfatne skupine molekule ATP tvorijo koordinacijsko vez z Mg2+ ionom, ki je nujen 
za vezavo DNA. Vezava ATP je stabilizirana z vezmi, ki se tvorijo z aminokislinskimi 
ostanki Glu42, Asn46, Asp73, Gly102, Lys103, Tyr109, Leu115, His116, Gly117 in 
Gly119. Lys337 tvori pomembno ionsko vez z γ-fosfatno skupino v ATP (Slika 8, rumena 
barva). Aminokislinski ostanki Ile78, Ile94 in Val120 tvorijo hidrofobni žep, kamor se 
vežeta adenin in riboza iz molekule ATP (Slika 8, oranžna barva). Aminokislinski ostanek 
Glu42 preko kristalno vezane molekule vode tvori interakcije z γ-fosfatom na molekuli 
ATP (Slika 8, zelena barva). Aminokislinski ostanek Lys103 (Slika 8, roza barva) je preko 
ionske vezi povezan s kisikom na fosfatu. Pomemben strukturni element v ATP-vezavnem 
mestu encima je kristalna molekula vode (Slika 8, modra barva), ki sodeluje pri 
Špela Jus  Magistrska naloga 
10 
 
vzpostavitvi mreže vodikovih vezi, ki se tvorijo med adeninskim obročem in ostanki 
Asp73, Gly77 in Thr165. Tyr5' tvori 2 H-vezi z 2'-hidroksi skupino riboze in z dušikovim 
atomom adezinskega obroča na mestu 3 (Slika 8, rdeča barva). Aminokislinski ostanek 
Tyr5' vsebujejo vse bakterijske giraze, medtem ko ga v virusni girazi ne najdemo (5, 16). 
 
Slika 8: Prikaz interakcij med ATP in vezavnim mestom na GyrB. Z rjavo barvo je označen 
Mg2+, ki je potreben za vezavo DNA, z rumeno Lsy337, ki tvori ionsko vez z ATP, z 
oranžno AK, ki tvorijo hidrofobni žep, z zeleno je označen Glu42, ki je z molekulo ATP 
povezan preko kristalne vode, z roza barvo Lsy103, ki je preko ionske vezi povezan s 
fosfatom, z modro AK ostanki, ki so preko kristalne molekule vode povezani z adezinom in 




1.6 UČINKOVINE Z DELOVANJEM NA DNA-GIRAZO 
DNA-giraza je zelo atraktivna tarča za razvoj novih protibakterijskih učinkovin iz več 
razlogov. (i) Prisotna je v vseh bakterijah, saj je nujna za podvajanje in delitev celice, ni pa 
prisotna v evkariontih, kar zagotavlja selektivno toksičnost. (ii) Normalno delovanje DNA-
giraze je nujno za preživetje celic. Če delovanje DNA-giraze zavremo, je to za bakterijo 
usodno. (iii) Podobnosti v strukturi in delovanju med DNA-girazo in topo IV nam nudijo 
možnost razvoja takšnega zaviralca, ki bo deloval na oba encima hkrati. S tem je verjetnost 
za nastanek bakterijske odpornosti manjša, saj je verjetnost pojava sočasnih mutacij na 
obeh tarčah v času ene generacije zelo nizka (12, 15). 
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1.6.1 Zaviralci DNA-giraze A 
Fluorokinoloni so edini zaviralci DNA-giraze in topo IV, ki se trenutno uporabljajo v 
klinični praksi. Prvi analog kinolonov je naliksidna kislina, ki so jo po naključju odkrili v 
šestdesetih letih 20. stoletja, kot stranski produkt pri sintezi klorokina. Deset let kasneje so 
odkrili prve fluorokinolone, od takrat pa so njihovo strukturo večkrat optimizirali. 
Pripravili so fluorokinolone z delovanjem proti po Gramu pozitivnim bakterijam, po 
Gramu negativnim bakterijam in atipičnim bakterijam, optimizirali pa so tudi njihovo 
farmakokinetiko. Fluorokinoloni so se pogosto uporabljali pri urinarnih, sistemskih in 
respiratornih okužbah. Najbolj znan predstavnik je širokospektralno delujoč ciprofloksacin, 
ki se uporablja še danes. Že kmalu po uvedbi fluorokinolonov v klinično prakso je prišlo 
do nastanka odpornosti zaradi mutacije genov in s tem do zmanjšane afinitete vezave teh 
učinkovin ali aktivacije črpalk, ki antibiotik črpajo iz citoplazme bakterijske celice. Zaradi 
tega in nekaterih resnih neželenih učinkov, ki jih te učinkovine povzročijo, je njihova 
uporaba danes omejena (12, 15, 18). 
 
Slika 9: Struktura ciprofloksacina. 
 
Fluorokinoloni delujejo tako, da se vežejo na podenoto GyrA/ParC, stabilizirajo kompleks 
med girazo/topo IV in DNA verigo in tako preprečijo ponovno združitev verige DNA. S 
tem ustavijo replikacijski cikel in povzročijo celično smrt. Predvidevajo pa, da delujejo 
baktericidno tudi zaradi tega, ker z njihovo vezavo povzročijo poškodbe DNA, nepopolno 
sintezo proteinov, oksidativni stres in sprožijo celične mehanizme smrti. Njihov osnovni 
strukturni skelet je 6-fluorokinolin-4-on, s karboksilno skupino na mestu 3 in z možnostjo 
substitucije na mestih N-1 in C-7 (15, 18). 
 
1.6.2 Zaviralci DNA-giraze B 
V petdesetih letih 20. stoletja se je pojavila odpornost na sulfonamide in peniciline, 
predvsem pri bakteriji Staphylococcus aureus. Takrat so začeli z intenzivnim iskanjem 
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Slika 10: Vezava novobiocina v ATP vezavno 
mesto GyrB. AK ostanki, ki tvorijo neposredne H-
vezi so označeni z zeleno, AK, ki tvorijo posredne 
H-vezi z modro in hidrofobni žep z oranžno barvo. 
Prirejeno po (5). 
novih antibiotikov. Med drugimi so odkrili prve ATP-azne zaviralce GyrB, 
aminokumarine, ki jih proizvajajo mikroorganizmi rodu Streptomyces. Prvi med njimi je 
bil novobiocin, ki je bil pomembna zamenjava za penicilin. Deloval je predvsem na 
grampozitivne patogene, pa tudi na nekaj gramnegativnih. Hitro po začetku uporabe so 
bakterije že razvile odpornost na novobiocin, opazili pa so tudi nekatere njegove toksične 
učinke. Zaradi tega so začeli odkrivati strukturno podobne antibiotike, kot je klorobiocin, 
ki je bil še bolj aktiven kot novobiocin. Po letu 1970, ko so odkrili peniciline stabilne proti 
penicilinazi in cefalosporine, se novobiocin bolj ali manj ni več uporabljal. Novobiocin 
tako vse do danes ostaja edini zaviralec GyrB, ki je prišel v klinično rabo (1, 15, 19). 
Aminokumarini so kompetativni zaviralci GyrB/ParE. Vežejo se na ATP-vezavno mesto in 
s tem onemogočijo vezavo ATP. Zaradi tega ne pride do hidrolize ATP in encim ne dobi 
dovolj energije, da bi lahko opravil svoje delo. Z odkritjem kristalne strukture kompleksa 
med novobiocinom in 24 kDa N-terminalnim delom GyrB so preučili vezavo novobiocina 
v vezavno mesto za ATP. Odkrili so, da se sladkor novioza v strukturi novobiocina in 
adenina v strukturi ATP vežeta na encim zelo podobno. Novobiocin tvori z ATP vezavnim 
mestom pet neposrednih H-vezi. Po 
dve H-vezi z aminokislinskima 
ostankoma Arg136 in Asn46 in eno 
H-vez z Asp73 (Slika 10, zelena 
barva). Dodatne H-vezi se tvorijo še z 
aminokislinskimi ostanki Val43, 
Glu50, Asp73 in Thr165 posredno 
preko treh kristalnih molekul vode 
(Slika 10, modra barva). Molekula 
novobiocina je dodatno stabilizirana s 
hidrofobnimi interakcijami v 
vezavnem žepu za adenin z 
aminokislinskimi ostanki Arg76, 
Ile78, Pro79, Ile94 in Val120 (Slika 
10, oranžna barva). Dokazano je tudi, 
da novobiocin zavira tudi ATPazno 
aktivnost bakterijske topo IV. V 
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primerjavi z DNA-girazo je novobiocin 5-10 krat šibkejši zaviralec topo IV. Vezava 
novobiocina na oba proteina je zelo podobna, razlikuje se le v vezavi dveh aminokislinskih 
ostankov (5). 
 Odkritje kristalne strukture DNA-giraze B v kompleksu z ADPNP in nato še v kompleksu 
z nekaterimi zaviralci GyrB je zagotovilo pomembne informacije o interakcijah, ki so 
pomembne za vezavo v ATP vezavno mesto. Te informacije, v kombinaciji z rešetanjem 
visoke zmogljivosti (HTS) in s strukturno podprtim načrtovanjem (SBD), so osnova za 
odkrivanje novih zaviralcev GyrB z boljšo afiniteto do encima, z bolj učinkovitim 
protibakterijskim delovanjem in boljšimi farmakokinetičnimi lastnostmi. Nekateri novi 
razredi zaviralcev so prikazani na sliki 11. Kljub temu, da nekateri razredi zaviralcev zelo 
dobro zavirajo GyrB, še noben od njih ni prišel v klinično uporabo, zato so potrebne 
nadaljnje raziskave, ki bodo omogočile odkritje učinkovin, ki bodo imele močnejše 
protibakterijsko delovanje, manjšo toksičnost in dobre ADME lastnosti (18, 20). 
 
Slika 11: Primeri različnih razredov zaviralcev GyrB/ParE. 1: 4,5-bitiazoli, 2: indolin-2-
oni, 3: indazoli, 4: imidazo[1,2-a]piridini, 5: benzimidazolsečnine, 6: pirazoltiazoli, 7: N-
fenil-4,5-dibromopirolamidi, 8: pirolamidi, 9: tetrahidrobenzotiazoli, 10: benzotiazoli. 
Prirejeno po (18, 20). 
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1.6.2.1  BENZOTIAZOLI 
Na podlagi že poznanih strukturnih razredov 4,5,6,7-tetrahidrobenzo[1,2-d]tiazolov (Slika 
12, spojina 1 (20)) in N-fenil-4,5-dibromopirolamidov (Slika 12, spojina 2 (20)), so na 
Fakulteti za farmacijo v Ljubljani odkrili nov strukturni razred zaviralcev GyrB, 
benzotiazole. Na podlagi kristalne strukture kompleksa med N-fenil-4,5-dibromopirolnim 
zaviralcem in GyrB iz E. coli (Slika 13) so ugotovili, da se 4,5-dibromo-1H-pirol-2-
karboksamidni del molekule, ki je prisoten v obeh strukturnih razredih, veže v vezavno 
mesto za ATP na GyrB, tako da s karboksilno skupino Asp73 tvori eno neposredno 
vodikovo vez in eno posredno, preko molekule vode. Terminalna karboksilna kislina, ki se 
pri obeh skupinah zaviralcev nahaja na desnem delu molekule pa tvori interakcije z Arg76 
in/ali Arg136 (Slika 13). S pomočjo informacij o vezavi spojin v vezavno mesto in s 
pomočjo molekulskega sidranja so znane močne zaviralce DNA-giraze B iz 4,5,6,7-
tetrahidrobenzo[1,2-d]tiazolonega strukturnega razreda (slabše zavirajo DNA-girazo iz 
Staphylococcus aureus in topo IV iz E. coli in S. aureus), strukturno optimizirali na 
osnovnem tetrahidrobenzotiazolnem skeletu (20). Najprej so osnovni skelet 
tetrahidrobenzotiazolov zamenjali s planarnim aromatskim benzotiazolnim strukturnim 
skeletom (Serija A). To je omogočilo dodatne kation-π interakcije benzenskega obroča z 
aminokislinskim ostankom Arg76, kar je pomembno za močno zaviranje GyrB. Nato so 
4,5-dibromopirol-2-karboksamid, ki ga najdemo v naravnem alkaloidu oroidinu (navdih pri 
odkritju N-fenil-4,5-dibromopirolamidov in 4,5,6,7-tetrahidrobenzo[1,2-d]tiazolov), 
prestavili iz mesta 6 na mesto 2 osnovnega skeleta benzotiazolov (Serija B). S tem so 
pridobili boljšo zaviranje GyrB iz bakterije S. aureus, zaviranje GyrB iz E. coli pa je ostalo 
v nanomolornem območju. Nazadnje so dibromopirolni del zamenjali z manjšim 
dikloropirolom, kar je vplivalo na boljše zaviranje DNA-giraze iz S. aureus in zaviranje 
topo IV iz E. coli in S. aureus, saj imajo ti trije encimi manjši hidrofobni žep v primerjavi z 
DNA-girazo iz E. coli. Spojina z dibromopirolnim delom pa je še vedno bolje zavirala 
GyrB iz E. coli, kot spojina z dikloropirolom. Ugotovili so tudi, da so spojine s terminalno 
karboksilno kislino boljši zaviralci DNA-giraze, kot spojine s terminalno estrsko skupino, 
saj ta tvori dodatne ionske interakcije z aminokislinskim ostankom Arg136. Ugotovili so 
tudi, da proti po Gramu negativnim bakterijam učinkovine večinoma niso učinkovite. 
Razlog za to bi lahko bile izlivne črpalke, ki črpajo učinkovino iz celice. Te informacije so 
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glavna iztočnica pri odkrivanju novih in bolj učinkovitih ATP kompetitivnih zaviralcev 




Slika 13: Kristalna struktura zaviralca 2 v kompleksu z DNA-girazo B iz E. coli (PDB 
koda: 4ZVI). Kristalno vezana molekula vode je prikazana kot rdeča kroglica. Vodikove 
vezi so prikazane s prekinjeno rumeno črto. Prirejeno po (18). 
 
Slika 12: Odkritje benzotiazolov. Prirejeno po (20). 
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2 NAČRT DELA 
V okviru eksperimentalnega dela bomo načrtovali in sintetizirali spojine, ki bodo zavirale 
DNA-girazo B in topo IV, tako da se bodo vezale v ATP vezavno mesto. Izhajali bomo iz 
novega, benzotiazolnega strukturnega tipa zaviralcev, ki je bil odkrit in sintetiziran na 
Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Pri načrtovanju spojin si bomo pomagali s 
preučevanjem že znane spojine a z benzotiazolnim ogrodjem prikazane na sliki 14, za 
katero je bila razrešena kristalna struktura v kompleksu z GyrB iz E. coli. Omenjena 
spojina zavira DNA-girazo iz E. coli z vrednostjo IC50 = 0,058 ± 0,031 µM, DNA-girazo iz 
S. aureus z IC50 = >100 µM, topoizomerazo IV iz E. coli z IC50 = 13 ± 3 µM in 
topoizomerazo IV iz S. aureus z IC50 = 10 ± 2 µM. 
 
 
Slika 14:  a) Spojina a: 2-((2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-kaboksamido)benzotiazol-6-
il)amino)-2-oksoocetna kislina z IC50=58 nM na GyrB iz E. coli, b) kristalna struktura 
spojine a v kompleksu z 43 kDa N-terminalnim fragmentom DNA-giraze B iz E. coli. 
Prirejeno po (20). 
 
S pomočjo kristalne strukture so ugotovili na kakšen način se spojina a veže v ATP 
vezavno mesto. Benzotiazolni obroč tvori hidrofobne interakcije z aminokislinskimi 
ostanki Glu50, Gly77, Ile78 in Pro79. 4,5-Dibromopirolni del tvori interakcije s 
hidrofobnim žepom, ki ga sestavljajo aminokislinski ostanki Val43, Asn46, Val71, Val120, 
Thr165 in Val167. Atoma broma, ki sta vezana na pirolni obroč imata elektronakceptorske 
lastnosti, kar znižuje pKa pirolne NH skupine in s tem omogoči tvorbo močnejše vodikove 
vezi med pirolno NH skupino in aminokislinskim ostankom Asp73. Čeprav je iz 
predhodnih študij znano, da aminokislinski ostanek Asp73 tvori dve vodikovi vezi s 
spojino, eno neposredno z NH skupino na pirolnem obroču in eno posredno preko 
Špela Jus  Magistrska naloga 
17 
 
molekule vode s pirolamidno karbonilno skupino, je resolucija kristalne strukture prenizka, 
da bi lahko opazili molekulo vode in s tem še drugo vodikovo vez. 
Pri načrtovanju naših spojin bomo poskušali posnemati zgoraj navedene interakcije, ki jih 
tvori spojina a in tvoriti dodatne interakcije z aminokislinami v aktivnem mestu. 
Sintetizirali bomo dve seriji spojin (Slika 15). Obe seriji bosta vsebovali benzotiazolni 
obroč. Pri seriji 1 bomo na mesto 2 benzotiazolnega obroča uvedli 4,5-dibromo-1H-pirol-
2-karboksamidno skupino, v seriji 2 pa bomo na to mesto uvedli 3,4-dikloro-5-metil-1H-
pirol-2-karboksamidno skupino. Na mestu 6 bomo molekulo v primerjavi s spojino a 
skrajšali, tako da bomo karboksilno kislino pripeli neposredno na benzotiazolni obroč. 
Nove substituente  bomo uvajali na mesto 5 (-OR) benzotiazolnega obroča. Uvedli bomo 
manjši skupini, kot sta hidroksilna (R = H) in metoksi skupina (R = Me) in sterično večjo 
benzilno skupino (R = Bn). Tako bomo lahko neposredno primerjali vpliv velikosti 




Slika 15: Strukturni skelet serije 1 in serije 2. 
 
Z optimizacijo spojine a bomo poskušali doseči boljše protibakterijsko delovanje proti po 
Gramu pozitivnim in po Gramu negativnim bakterijam in preučiti odnos med strukturo in 
delovanjem (SAR).  
Istovetnost in čistost spojin bomo preverjali z naslednjimi analiznimi metodami: jedrska 
magnetna resonanca (NMR), infrardeča spektroskopija (IR), masna spektrometrija (MS) in 
tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC). Zaviralno aktivnost na DNA-girazi 
bomo ovrednotili s pomočjo encimskih testov in s pomočjo določanja protibakterijske 
aktivnosti. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 REAGENTI IN TOPILA 
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo uporabljali reagente in topila 
proizvajalcev Merck, Sigma-Aldrich, Acros Organics in Fluka. Kemikalije in topila smo 
uporabljali brez dodatnega predhodnega čiščenja. 
3.2 POIMENOVANJE IN RISANJE SPOJIN 
Za poimenovanje spojin po IUPAC nomenklaturi, risanje strukturnih formul spojin, risanje 
sinteznih shem in računanje molekulske mase spojin smo uporabili program 
ChemBioDraw Ultra 15.0 proizvajalca CambridgeSoft. 
3.3 KROMATOGRAFSKE METODE 
3.3.1 Tankoplastna kromatografija (Thin Layer Chromatography - TLC) 
Tankoplastno kromatografijo smo uporabili za spremljanje poteka reakcij in za spremljanje 
uspešnosti izolacije produktov. Uporabili smo plošče Merck Kieselgel 60 F254 z 0,20 mm 
nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu z dodanim flourescentnim indikatorjem 
fluoresceinom. Za razvijanje plošč smo uporabili zmesi etil acetata in heksana ali metanola 
in diklorometana v različnih razmerjih. Za detekcijo spojin na kromatografskih ploščicah 
smo uporabljali UV svetilko z valovno dolžino 254 nm. 
3.3.2 Kolonska kromatografija 
Kolonsko kromatografijo smo uporabili za čiščenje produktov. Pri izvedbi smo kot 
stacionarno fazo uporabili silikagel proizvajalca Merck z velikostjo delcev 0,040-0,063 
mm, kot mobilno fazo pa smo uporabljali zmesi etil acetata in heksana ali metanola in 
diklorometana v različnih razmerjih. 
3.3.3 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
Tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti smo uporabili za določevanje čistote 
produktov. HPLC- analize smo izvedli na instrumentu Agilent Technologies HP 1100 z 
UV-VIS detektorjem G1365B, termostatom G1316A in vzorčnikom G1313A. Spojine smo 
detektirali pri 220, 254 in 280 nm. Uporabili smo kolono Agilent Eclipse Plus C18 (5µm. 
4,6 × 150 mm). Kot mobilno fazo smo uporabili 0,1% trifluoroocetno kislino v vodi in 
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acetonitril  (30-90% acetonitrila v 0,1% TFA v 16 min, do 20 min pri 90% acetonitrila). 
Volumen injiciranja je bil 10 µL, pretok pa 1,0 mL/min. 
3.4 SPEKTROSKOPSKE METODE 
3.4.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Jedrska magnetna resonanca je glavna metoda, ki smo jo uporabili za identifikacijo spojin. 
1H NMR in 13C NMR spektre smo posneli na spektrometru Bruker Avance III 400. 1H 
NMR smo posneli pri 400 MHz, 13C NMR pa pri 100 MHz. Za raztapljanje vzorcev smo 
uporabljali devtiran kloroform (CDCl3) in devtiran dimetil sulfoksid (DMSO-d6). Kot 
interni standard smo uporabljali tetrametilsilan (TMS). Kemijske premike (δ) smo podali v 
enotah »parts per milion« (ppm). Spektre smo procesirali s pomočjo programa MestRe-C 
proizvajalca Mestrelab Research. 
3.4.2 Infrardeča spektroskopija (IR) 
IR spektre smo posneli na spektrofotometru Thermo Nicolet Nexus 470 ESP FT-IR s 
pomočjo tehnike oslabljene popolne odbojnosti (ATR). Spektre smo analizirali s 
programom Omnic E.S.P. 5.2. 
3.4.3 Masna spektrometrija (MS) 
Masne spektre spojin smo snemali na masnem spektrometru ADVION expression CMSL z 
ESI tehniko. Visokoresolucijske masne spektre (HR-MS) spojin smo posneli na masnem 
spektrometru Thermo Scientific QExactive Plus. 
3.5 MERJENJE TEMPERATURE TALIŠČA 
Trdim produktom smo določili tališče na mikroskopu Cambridge Instruments z grelno 
mizico Reichert. 
3.6 BIOKEMIJSKE METODE 
3.6.1 Encimski testi in določanje vrednosti IC50 
Encimski testi so se opravili na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. 
Pri testiranju spojin sta za prikaz podatkov pomembni rezidualna aktivnost (RA) in 
vrednost IC50. RA je razmerje med aktivnostjo encima ob dodatku zaviralca in v njegovi 
odsotnosti pri različnih koncentracijah zaviralca (10 µM, 1 µM, 0,1 µM). IC50 pa je 
koncentracija zaviralca, ki povzroči 50% zaviranje encimske aktivnosti. 
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Spojinam so določili aktivnost na encimih DNA-giraza iz bakterije E. coli in iz bakterije S. 
aureus ter na encimih topoizomeraza IV iz bakterij E. coli in S. aureus. Kot interni 
standard smo uporabili novobiocin (IC50 = 0,168 µM za DNA-girazo iz E. coli, 0,041 µM 
za DNA-girazo iz S. aureus, 11 µM za topo IV iz E. coli in 27 µM za topo IV iz S. aureus). 
3.6.2 Določanje protibakterijske aktivnosti 
Protibakterijsko aktivnost spojin so testirali na Fakulteti za farmacijo Univerze v Helsinkih 
na Finskem in v Biološkem raziskovalnem centru v Szegedu na Madžarskem. 
Preverjali so zaviranje rasti bakterij Acinetobacter baumannii, Enterobacter aerogenes, 
Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
aureus (divji sev in sev odporen proti meticilinu - MRSA) in Escherichia coli (divji sev, 
sev z mutirano izlivno črpalko in sev z bolj prepustno celično membrano). Za pozitivno 
kontrolo so uporabili referenčni antibiotik ciprofloksacin, za negativno kontrolo pa le 
DMSO brez dodatka zaviralca DNA-giraze. Protibakterijsko aktivnost so izmerili s 
primerjavo absorbanc vzorcev in kontrol pri 620 nm. Rezultati so podani kot odstotek 
zaviranja rasti pri koncentraciji 50 µM 24 ur po izpostavitvi bakterije testirani spojini ali 
kot minimalna zaviralna koncentracija (MIK). 
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Shema 1: Celoten sintezni postopek. Reagenti in pogoji: (a) H2SO4, MeOH, 70 °C, 24 h; 
(b) Boc2O, 70 °C, 48 h; (c) (CH3CO)2O, piridin, CH3CN, 70 °C, 48 h; (d) MeI, K2CO3, 
DMF, sobna T, 24 h; (e) BnBr, K2CO3, DMF, sobna T, 24 h; (f) 2M raztopina HCl v 
dietiletru, sobna T, 24 h; (g) TFA, CH2Cl2, sobna T, 3-4 h; (h) KSCN, Br2, CH3COOH, 
sobna T, 24 h; (i) 2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)etan-1-on, NaCO3, DMF, 80 
°C, 24h; (j) i: 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboskilna kislina, oksalil klorid, brezvodni 
DKM, sobna T, 24 h; ii: 9-11, 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonil klorid, toluen, 130 
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Sinteza metil 4-amino-2-hidroksibenzoata (1) 
4-Aminosalicilno kislino (7,50 g, 49,0 mmol) raztopimo v metanolu (140 mL) in dodamo 
žveplovo(VI) kislino (11,2 mL, 211 mmol). Reakcijsko zmes mešamo čez noč pri 70 °C. 
Topilo uparimo pod znižanim tlakom, preostanek raztopimo v etil acetatu (100 mL) in 
nevtraliziramo z nasičeno raztopino NaHCO3 (200 mL). Fazi ločimo in vodno fazo 
spiramo z etil acetatom (3 × 75 mL). Združene organske faze spiramo z nasičeno raztopino 
NaCl (3 × 75 mL), sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod znižanim tlakom. S 
surovim produktom nadaljujemo z naslednjo stopnjo. 
Izkoristek reakcije: 89 %; temno rjava trdna snov (7,26 g); Ttališča: 99-101 °C ; Rf 
(diklorometan/metanol = 9/1): 0,81; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 3,90 (s, 3H, CH3), 4,12 
(s, 2H, NH2), 6,12-6,20 (m, 2H, 2 × ArH), 7.64 (dd, J = 8,0, 0,9 Hz, 1H, Ar-H), 10,97 (s, 
1H, OH) ppm; IR (ATR) ν = 3470, 3374, 3246, 2950, 1621, 1575, 1512, 1434, 1350, 1278, 
1226, 1188, 1149, 1108, 950 cm-1  
Sinteza metil 4-((terc-butoksikarbonil)amino)-2-hidroksibenzoata (2) 
Spojini 1 (9,57 g, 57,3 mmol) dodamo di-terc-butil dikarbonat (13,8 g, 63,0 mmol) in 
reakcijsko zmes mešamo 2 dni pri 70 °C. Topilo uparimo pod znižanim tlakom in 
preostanku dodamo etil acetat (100 mL) in vodo (40 mL). Fazi ločimo in organsko fazo 
speremo z 1M HCl (3 × 40 mL) in z nasičeno raztopino NaCl (3 × 40 mL). Organsko fazo 
sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod znižanim tlakom. Preostali del očistimo 
s kolonsko kromatografijo (MF: etil acetat/heksan = 1/7).  
Izkoristek reakcije: 43 %; beli kristali (6,52 g); Ttališča: 87-88 °C ; Rf (etil acetat/heksan = 
1/6): 0,32; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1,54 (s, 9H, 3 × CH3), 3,94 (s, 3H, COOCH3), 
6,63 (s, 1H, NH) 6,95 (dd, 1H, J1 = 8,7 Hz, J2 = 2,2 Hz, Ar-H-5), 7,01 (d, 1H,  J =  2,2 Hz, 
Ar-H-3), 7,76 (d, 1H, J = 8,7 Hz, Ar-H-6), 10,86 (s, 1H, OH) ppm; IR (ATR) ν = 3330, 
3123, 2976, 1732, 1646, 1620, 1598, 1531, 1443, 1404, 1350, 1291, 1255, 1224,1194, 
1133, 1047, 985, 961, 872 cm-1 
Sinteza metil 2-acetoksi-4-((terc-butoksikarbonil)amino)benzoata (3)      
Spojino 2 (1,28 g, 4,8 mmol) raztopimo v acetonitrilu (15 mL) in dodamo piridin (0,694 
mL, 8,6 mmol) in acetanhidrid (0,869 mL, 8,6 mmol). Reakcijsko zmes mešamo 2 dni pri 
70 °C. Topilo uparimo pod znižanim tlakom, preostanek raztopimo v etil acetatu (40 mL) 
in organsko fazo spiramo z 1M HCl (3 × 20 mL) in nasičeno raztopino NaCl (3 × 20 mL). 
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Organsko fazo sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod znižanim tlakom. 
Preostali del prelijemo s heksanom (15 mL), nastalo suspenzijo stresamo na ultrazvočni 
kadički, oborino odnučamo in posušimo. 
 Izkoristek reakcije: 84 %; bela trdna snov (1,24 g); Ttališča: 111-113 °C ; Rf (etil 
acetat/heksan = 1/6): 0,13 ; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1,54 (s, 9H, 3 × CH3), 2,36 (s, 
3H, CH3), 3,86 (s, 3H, COOCH3), 6,72 (s, 1H, CONH) 7,14 (dd, 1H, J1 = 8,7 Hz, J2 = 1,7 
Hz, Ar-H-5), 7,40 (d, 1H, J = 1,7 Hz, Ar-H-3), 7,97 (d, 1H, J = 8,7 Hz, Ar-H-6) ppm; IR 
(ATR) ν =3364, 2987, 1749, 1705, 1617, 1586, 1522, 1496, 1417, 1370, 1331, 1282, 1217, 
1143, 1092, 1055, 1012, 965, 912, 876 cm-1 
Sinteza metil 4-((terc-butoksikarbonil)amino)-2-metoksibenzoata (4) 
Spojino 2 (0,900 g, 3,37 mmol) raztopimo v DMF (8 mL), dodamo K2CO3 (0,698 mg, 5,05 
mmol) in metil jodid (0,419 mL, 6,74 mmol). Reakcijsko zmes mešamo čez noč pri sobni 
T. Topilo uparimo pod znižanim tlakom, preostanek raztopimo v etil acetatu (30 mL), 
organsko fazo spiramo z vodo (3 × 10 mL) in z nasičeno raztopino NaCl (3 × 10 mL), 
sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod znižanim tlakom. Preostali del očistimo 
s kolonsko kromatografijo (MF: etil acetat/heksan = 1/3). 
 Izkoristek reakcije: 92 %; beli kristali (0,867 g); Ttališča: 89-92 °C; Rf (etil acetat/heksan = 
1/3): 0,29 ; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1,53 (s, 9H, 3 × CH3), 3,86 (s, 3H, CH3), 3,92 
(s, 3H, CH3), 6,66 (s, 1H, CONH), 6,71 (dd, 1H, J1 = 8,5 Hz, J2 = 2,1 Hz, Ar-H-5), 7,39 (d, 
1H, J = 2,0 Hz, Ar-H-3), 7,79 (d, 1H, J = 8,5 Hz, Ar-H-6) ppm; IR (ATR) ν = 3364, 2986, 
2361, 1749, 1703, 1615, 1587, 1524, 1497, 1414, 1369, 1333, 1284, 1222, 1143, 1091, 
1054, 1014, 965, 912, 873 cm-1 
Sinteza metil 2-(benziloksi)-4-((terc-butoksikarbonil)amino)benzoata (5) 
Spojino 2 (1,00 g, 3,74 mmol) raztopimo v DMF (10 mL), dodamo K2CO3 (1,03 g,  
7,48mmol) in benzil bromid (0,667 mL, 5,61 mmol). Reakcijsko zmes mešamo čez noč pri 
sobni T. Topilo uparimo pod znižanim tlakom, preostali del raztopimo v etil acetatu (30 
mL), organsko fazo spiramo z vodo (3 × 10 mL) in z nasičeno raztopino NaCl (3 × 10 
mL), sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod znižanim tlakom. Preostanek 
prelijemo s heksanom (15 mL), nastalo suspenzijo stresamo na ultrazvočni kadički, 
oborino odnučamo in posušimo.  
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Izkoristek reakcije: 54 %; bela trdna snov (0,725 g); Ttališča: 128-129 °C; Rf (etil 
acetat/heksan = 1/3): 0,31 ; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1,53 (s, 9H, 3 × CH3), 3,87 (s, 
3H, COOCH3), 5,19 (s, 2H, OCH2), 6,65 (s, 1H, CONH), 6,75 (dd, 1H, J1 = 8,5 Hz, J2 = 
2,0 Hz, Ar-H-5), 7,29-7,32 (m, 1H, Ar-H), 7,37-7,41 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,44 (s, 1H, Ar-
H-3), 7,53-7,55 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,83 (d, 1H, J = 8,5 Hz, Ar-H-6) ppm; IR (ATR) ν = 
3347, 2984, 2360, 1720, 1674, 1593, 1524, 1439, 1406, 1368, 1277, 1277, 1226, 1146, 
1096, 1057, 1019, 959, 912, 881 cm-1; MS (ESI) m/z = 380,2 ([M+Na]+). 
Sinteza metil 2-acetoksi-4-aminobenzoata (6)  
Spojino 3 (1,24 g) raztopimo v 2M raztopini HCl v dietiletru (35 mL) in reakcijsko zmes 
mešamo čez noč pri sobni T. Nastalo oborino odnučamo in matičnici uparimo topilo pod 
znižanim tlakom. Ker je v matičnici še vedno prisotna spojina 3, preostanek znova 
raztopimo v 2M raztopini HCl v dietiletru (5 mL), mešamo čez noč pri sobni T in oborino 
odnučamo. Zbran produkt v obliki soli (0,911 g) suspendiramo v etil acetatu (100 mL), 
organsko fazo speremo z nasičeno raztopino NaHCO3 (50 mL) in z nasičeno raztopino 
NaCl (50 mL), sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod znižanim tlakom.  
Izkoristek reakcije: 86 %; svetlo rjava trdna snov (0,716 g); Ttališča: 90-92 °C; Rf (etil 
acetat/heksan = 1/3):0,18 ; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 2,23 (s, 3H, CH3), 3,69 (s, 
3H, COOCH3), 6,31 (d, 1H, J = 2,2 Hz, Ar-H-3), 6,54 (dd, 1H, J1 = 8,7 Hz, J2 = 2,2 Hz, 
Ar-H-5), 7,13 (s, 2H, NH2), 7,68 (d, 1H, J = 8,7 Hz, Ar-H-6) ppm; IR (ATR) ν = 3449, 
3350, 2985, 2360, 1721, 1676, 1601, 1525, 1438, 1403, 1368, 1277, 1222, 1140, 1101, 
1063, 1020, 956, 886 cm-1 
Sinteza metil 4-amino-2-metoksibenzoata (7) 
Spojino 4 (867 mg) raztopimo v diklorometanu (15 mL) in dodamo trifluorocetno kislino 
(5 mL). Reakcijsko zmes mešamo 3-4 ure pri sobni T. Reakcijski zmesi dodamo 
diklorometan (40 mL) in jo nevtraliziramo z nasičeno raztopino NaHCO3 (60 mL). 
Organsko fazo speremo z nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 35 mL), z nasičeno raztopino 
NaCl (3 × 30 mL), sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod znižanim tlakom. 
Izkoristek reakcije: 84 %; prozorni kristali (471 mg); Ttališča: 128-132 °C; Rf (etil 
acetat/heksan = 1/1):0,3 ; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 3,66 (s, 3H, CH3), 3,71 (s, 3H, 
CH3), 5,94 (s, 2H, NH2), 6,14 (dd, 1H, J1 = 8,5 Hz, J2 = 2,0 Hz, Ar-H-5), 6,20 (d, 1H, J = 
2,0 Hz, Ar-H-3), 7,50 (d, 1H, J = 8,5 Hz, Ar-H-6) ppm; IR (ATR) ν = 3447, 3356, 3252, 
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2949, 2360, 1672, 1603, 1564, 1512, 1463, 1429, 1342, 1250, 1220, 1180, 1143, 1086, 
1025, 949 cm-1 
Sinteza metil 4-amino-2-(benziloksi)benzoata (8) 
Uporabimo enak postopek kot pri sintezi spojine 6, le da namesto spojine 3 uporabimo 
spojino 5 (0,605 g). 
 Izkoristek reakcije: 51 %; svetlo rjava trdna snov (223 mg); Ttališča: 111-112 °C; Rf (etil 
acetat/heksan = 1/2): 0,23; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 3,71 (s, 3H, COOCH3), 5,10 
(s, 2H, OCH2), 5,62 (br s, 2H, NH2, signal se prekriva s signalom za vodo), 6,30 (dd, 1H, 
J1 = 8,5 Hz, J2 = 2,0 Hz, Ar-H-5), 6,44 (d, 1H, J = 2,0 Hz, Ar-H-3), 7,29-7,36 (m, 1H, Ar-
H), 7,38-7,45 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,49-7,57 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,59 (d, 1H, J = 8,5 Hz, Ar-
H-6) ppm; IR (ATR) ν = 3441, 3338, 3216, 2948, 2865, 2360, 1902, 1691, 1601, 1568, 
1511, 1437, 1389, 1330, 1258, 1189, 1142, 1078, 1006, 955, 920 cm-1 
Sinteza metil 5-acetoksi-2-aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilata (9)  
Spojino 6 (0,716 g, 3,43 mmol) in kalijev tiocianat (1,33 g, 13,7 mmol) raztopimo v ocetni 
kislini (4 mL/mmol), raztopino ohladimo na 10 °C in dokapavamo brom (Br2, 0,351 mL, 
6,85 mmol). Reakcijsko zmes mešamo pri sobni T čez noč, nevtraliziramo z nasičeno 
raztopino NaHCO3 (500 mL) in nastalo oborino odnučamo. Trdno snov sušimo v sušilniku 
1,5 h pri 60 °C. Suho snov prelijemo z dietil etrom (40 mL), nastalo suspenzijo stresamo 
na ultrazvočni kadički, oborino odnučamo in posušimo. Suh preostanek prelijemo z MeOH 
(500 mL), segrevamo do vrenja in neraztopljeno oborino odnučamo. Matičnici uparimo 
topilo pod znižanim tlakom, pri čemer dobimo produkt v obliki rumene trdne snovi.  
Izkoristek reakcije: 23 %; rumena trdna snov (205 mg); Ttališča: 152-154 °C; Rf (etil 
acetat/heksan = 3/1):0,72 ; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 2,28 (s, 3H, CH3), 3,78 (s, 
3H, COOCH3), 7,09 (s, 1H, Ar-H-4), 8,08 (s, 2H, NH2), 8,29 (s, 1H, Ar-H-7) ppm; IR 
(ATR) ν = 3363, 3292, 3117, 2064, 1761, 1697, 1636, 1610, 1558, 1519, 1460, 1430, 
1369, 1329, 1266, 1201, 1161, 1100, 1034, 1011, 955 cm-1; MS (ESI) m/z = 289,0 
([M+Na]+). 
Sinteza metil 2-amino-5-metoksibenzo[d]tiazol-6-karboksilata  (10)  
Spojino 7 (0,615 g, 3,39 mmol) in kalijev tiocianat (1,32 g, 13,58 mmol) raztopimo v 
ocetni kislini (4 mL/mmol), raztopino ohladimo na 10 °C in dokapavamo brom (Br2, 0,348 
mL, 6,79 mmol). Reakcijsko zmes mešamo pri sobni T čez noč.  Na vodni kopeli pri 10 °C 
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dokapavamo vodno raztopino amonijaka (25 %, 15 mL/mmol) do pH 8 in nastalo oborino 
odnučamo. Trden preostanek raztopimo v metanolu (300 mL), segrevamo do vrenja in 
neraztopljeno oborino odnučamo. Matičnici uparimo topilo pod znižanim tlakom, pri 
čemer dobimo surov produkt, ki ga čistimo tako, da ga prelijemo z dietil etrom (40 mL), 
suspenzijo stresamo na ultrazvočni kadički in oborino odnučamo. Oborina na nuči je čist 
produkt. Matičnici uparimo topilo pod znižanim tlakom in preostali del očistimo s 
kolonsko kromatografijo (MF: diklorometan, diklorometan/metanol = 100/1). Produkt 
očiščen s pomočjo kolonske kromatografije združimo s čistim produktom.  
Izkoristek reakcije: 74 %; rumena trdna snov (0,600 g); Ttališča: 145-149 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 100/1): 0,4; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 3,70 (s, 3H, CH3), 
3,77 (s, 3H, CH3), 6,46 (s, 1H, Ar-H-4), 6,70 (s, 2H, NH2), 7,86 (s, 1H, Ar-H-7) ppm; IR 
(ATR) ν = 3440, 3324, 3235, 2947, 2156, 2056, 1700, 1623, 1594, 1542, 1459, 1423, 
1308, 1226, 1181, 1092, 1050, 995, 956, 919 cm-1; MS (ESI) m/z = 261,0 ([M+Na]+). 
Sinteza metil 2-amino-5-(benziloksi)benzo[d]tiazol-6-karboksilata (11) 
Uporabimo enak postopek kot pri sintezi spojine 10, le da namesto spojine 7 uporabimo 
spojino 8 (210 mg, 0,817 mmol).  
Izkoristek reakcije: 45 %; rumena trdna snov (115 mg); Ttališča: 133-136 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 50/1): 0,73; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 3,74 (s, 3H, 
COOCH3), 5,15 (s, 2H, OCH2), 6,56 (s, 1H, Ar-H-4), 6,72 (s, 2H, NH2), 7,28-7,38 (m, 1H, 
Ar-H), 7,40-7,44 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,50-7,53 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,92 (s, 1H, Ar-H-7) 
ppm; IR (ATR) ν = 3450, 3340, 3208, 2950, 2155, 1765, 1698, 1622, 1593, 1540, 1456, 
1425, 1383, 1308, 1247, 1204, 1184, 1106, 1047, 1001, 957, 920 cm-1; MS (ESI) m/z = 
337,1 ([M+Na]+). 
Sinteza metil 5-acetoksi-2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)benzo[d]tiazol-6-
karboksilata (12)  
Uporabimo enak postopek kot pri sintezi spojine 13, le da namesto spojine 10 uporabimo 
spojino 9 (80 mg, 0,30 mmol). 
Izkoristek reakcije: 32 %; svetlo rjava trdna snov (50 mg); Ttališča: 255-257 °C; Rf 
(etilacetat/heksan = 3/1): 0,81; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 3,07 (s, 3H, CH3), 3,84 
(s, 3H, CH3), 7,56 (s, 1H, pyrr-CH), 7,59 (s 1H, Ar-H-4), 8,68 (s, 1H, Ar-H-7), 12,93 (s, 
1H, NH), 13,32 (s, 1H, NH) ppm; IR (ATR) ν = 3244, 2955, 2533, 1754, 1668, 1615, 
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1551, 1436, 1415, 1381, 1325, 1294, 1260, 1218, 1179, 1159, 1045, 963, 924, 907 cm-1: 
HR-MS (ESI-) za C16H10O5N3Br2S: izračunan 513,8713, izmerjen 513,8705; HPLC: tR: 
9,450 (84,62% pri 280 nm). 
Sinteza metil 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-metoksibenzo[d]tiazol-6-
karboksilata (13)  
Spojino 10 (240 mg, 1,01 mmol) raztopimo v DMF (10 mL), dodamo Na2CO3 (118 mg, 
1,11 mmol) in reakcijsko zmes prepihamo z argonom. Dodamo 2,2,2-trikloro-1-(4,5-
dibromo-1H-pirol-2-il)etan-1-on (0,41 mg, 1,11 mmol) in reakcijsko zmes mešamo čez 
noč pri 80 °C. Topilo uparimo pod znižanim tlakom, preostanek suspendiramo v etil 
acetatu (15 mL) in 1M HCl (20 mL) ter oborino odnučamo. Trdno snov sušimo v sušilniku 
1,5 h pri 60 °C. Suho snov prelijemo z dietil etrom (20 mL), nastalo suspenzijo stresamo 
na ultrazvočni kadički in oborino odnučamo.  
Izkoristek reakcije: 46 %; svetlo rjava trdna snov (228 mg); Ttališča: 262-263 °C; Rf 
(etilacetat/heksan = 3/1): 0,7; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 3,81 (s, 3H, CH3), 3,90 (s, 
3H, CH3), 7,40 (s, 1H, Ar-H-4), 7,55 (s, 1H, Pyrr-CH), 8,33 (s, 1H, Ar-H-7), 12,77 (s, 1H, 
NH), 13,29 (s, 1H, NH) ppm; IR (ATR) ν = 3471, 3232, 2951, 1967, 1732, 1675, 1617, 
1548, 1469, 1433, 1381, 1322, 1291, 1260, 1227, 1203, 1173, 1119, 1057, 961 cm-1; HR-
MS (ESI) za C15H11Br2N3O4S: izračunan 485,8764, izmerjen 485,8767; HPLC: tR: 8,603 
(95,24% pri 280 nm). 
Sinteza metil 5-acetoksi-2-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-
karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilata (14) 
Uporabimo enak postopek kot pri sintezi spojine 16, le da namesto spojine 11 uporabimo 
spojino 9 (100 mg, 0,376 mmol). 
Izkoristek reakcije: 33 %; temno rjava trdna snov (56 mg); Ttališča: 270-271 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 9/1):0,84 ; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 2,28 (s, 3H, CH3), 
2,32 (s, 3H, CH3), 3,84 (s, 3H, COOCH3), 7,60 (s, 1H, Ar-H-4), 8,67 (s, 1H, Ar-H-7), 
12,06 (s, 1H, NH), 12,36 (s, 1H, NH) ppm; IR (ATR) ν = 3356, 3277, 2361, 1754, 1687, 
1651, 1614, 1572, 1525, 1488, 1440, 1403, 1370, 1285, 1242, 1202, 1156, 1113, 1088, 
1052, 1032, 1005, 964, 911 cm-1; HR-MS (ESI) za C17H13Cl2N3O5S: izračunan 439,9880, 
izmerjen 439,9883; HPLC: tR: 10,447 (96,49% pri 280 nm). 
 




metoksibenzo[d]tiazol-6-karboksilata (15)  
Uporabimo enak postopek kot pri sintezi spojine 16, le da namesto spojine 11 uporabimo 
spojino 10 (210 mg, 0,882 mmol). 
Izkoristek reakcije: 45 %; temno siva trdna snov (165 mg); Ttališča: 287-288 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 9/1): 0,88; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 2,26 (s, 3H, CH3), 
3,83 (s, 3H, CH3), 3,90 (s, 3H, CH3), 7,90 (s, 1H, Ar-H-4), 8,11 (s, 1H, Ar-H-7), 9,72 (s, 
1H, NH), 12,51 (s, 1H, NH) ppm; IR (ATR) ν = 3306, 2361, 2156, 1967, 1717, 1668, 
1566, 1517, 1484, 1460, 1439, 1398, 1380, 1318, 1241, 1217, 1177, 1101, 1056, 1034, 
989, 931 cm-1; HR-MS (ESI-) za C16H12O4N3Cl2S: izračunan 411,9931, izmerjen 411,9927; 
HPLC: tR: 10,780 (83,27% pri 280 nm). 
Sinteza metil5-(benziloksi)-2-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-
karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilata (16)  
3,4-Dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilno kislino (57,2 mg, 0,29 mmol) posušimo na 
vakuumski črpalki, dodamo brezvodni diklorometan (3 mL) in suspenzijo prepihamo z 
argonom. Suspenziji dodamo oksalil klorid (0,126 mL, 1,47 mmol) in reakcijsko zmes 
mešamo čez noč pri sobni T pod inertno atmosfero. Topilo uparimo pod znižanim tlakom, 
suhemu preostanku dodamo spojino 11 (93 mg, 0,29 mmol) in reagente posušimo na 
vakuumski črpalki. Suho zmes raztopimo v toluenu (6 mL) in mešamo čez noč pri 130 °C. 
Topilo uparimo pod znižanim tlakom, preostanku dodamo etil acetat (15 mL) in 1M HCl 
(10 mL), premešamo in oborino odnučamo. Produkt sušimo v sušilniku 30 min pri 50 °C. 
Trdno snov prelijemo z dietil etrom (10 mL), nastalo suspenzijo stresamo na ultrazvočni 
kadički, oborino odnučamo in posušimo. 
 Izkoristek reakcije: 31 %; siva trdna snov (45 mg); Ttališča: 278-280 °C; Rf (etil 
acetat/heksan = 3/1): 0,84; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 2,26 (s, 3H, CH3), 3,85 (s, 
3H, CH3), 5,29 (s, 2H, CH2), 7,30-7,40 (m, 1H, Ar-H), 7,40-7,49 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,50-
7,56 (m, 2H, 2 × Ar-H), 8,02 (s, 1H, Ar-H-4), 8,16 (s, 1H, Ar-H-7), 9,71 (s, 1H, NH), 
12,52 (s, 1H, NH) ppm; IR (ATR) ν = 3370, 3270, 2360, 1947, 1675, 1655, 1584, 1527, 
1487, 1439, 1405, 1377, 1292, 1246, 1180, 1060, 1044, 1018, 973, 928cm-1: HR-MS (ESI-) 
za C22H16O4N3Cl2S: izračunan 488,0233, izmerjen 488,0244; HPLC: tR: 13,013 (96,74% 
pri 254 nm). 




karboksilne kisline (17) 
Uporabimo enak postopek kot pri sintezi spojine 19, le da namesto spojine 14 uporabimo 
spojino 12 (32,8 mg, 0,063 mmol). Spojina ni bila dovolj čista za biološko testiranje. 
Izkoristek reakcije: 39 %; temno rjava trdna snov (11,2 mg); Ttališča: >300 °C; Rf (etil 
acetat/heksan + ocetna kislina = 3/1): 0,6; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 7,22 (s, 1H, 
pyrr-CH), 7,54 (s, 1H, Ar-H-4), 8,48 (s, 1H, Ar-H-7), 11,44 (s, 1H, NH), 12,57- 13,03 (m, 
1H, COOH), 13,10-13,45 (m, 1H, NH) ppm; IR (ATR) ν = 3128, 2923, 1663, 1611, 1538, 
1443, 1373, 1319, 1232, 1167, 1035, 985 cm-1; HR-MS (ESI+)za C13H8O4N3Br2S: 
izračunan 459,8597, izmerjen 459,8604.  
Sinteza 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-metoksibenzo[d]tiazol-6-
karboksilne kisline (18)  
Ker nam je zmanjkalo spojine 13, sinteze nismo mogli izvesti. Sintezo spojine 18 bi skušali 
izvesti po enakem postopku kot pri sintezi spojine 19, le da bi namesto spojine 14 uporabili 
spojino 13.  
Sinteza 2-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)-5-hidroksibenzo[d]tiazol-6-
karboksilne kisline (19) 
Spojino 14 (39 mg, 0,088 mmol) suspendiramo v 1,4-dioksanu (5 mL), dodamo 4M NaOH 
(0,221 mL, 1,33 mmol) in reakcijsko zmes mešamo čez noč pri 80 °C. Topilo uparimo pod 
znižanim tlakom, preostanku dodamo vodo (5 mL), nakisamo z 1M HCl (3 mL) in oborino 
odnučamo. Trdno snov sušimo v sušilniku 1 h na 60 °C, prelijemo z dietil etrom (5 mL), 
nastalo suspenzijo stresamo na ultrazvočni kadički, oborino odnučamo in posušimo. 
 Izkoristek reakcije: 66 %; temno rjava trdna snov (22,3 mg); Ttališča: >300 °C; Rf (etil 
acetat/heksan + ocetna kislina = 3/1): 0,45; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 2,27 (s, 3H, 
CH3), 6,94 (s, 1H, Ar-H-4), 8,22 (s, 1H, Ar-H-7), 12,00 (s, 1H, NH), 12,31 (s, 1H, NH) 
ppm; IR (ATR) ν = 3393, 3231, 2361, 1960, 1736, 1654, 1621, 1539, 1441, 1400, 1345, 
1295, 1226, 1170, 1089, 1051, 1022, 938 cm-1; HR-MS (ESI) za C14H9Cl2N3O4S: 
izračunan 383,9618, izmerjen 383,9621; HPLC: tR: 8,890 (99,39% pri 280 nm). 
Sinteza 2-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)-5-metoksibenzo[d]tiazol-6-
karboksilne kisline (20) 
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Spojino 15 (50 mg, 0,12 mmol) suspendiramo v 1,4-dioksanu (5 mL), dodamo 4M NaOH 
(0,269 mL, 1,08 mmol) in reakcijsko zmes mešamo čez noč pri 80 °C. Topilo uparimo pod 
znižanim tlakom, preostanku dodamo vodo (5 mL), nakisamo z 1M HCl (3 mL) in oborino 
odnučamo. Trdno snov sušimo v sušilniku 1 h pri 60 °C, prelijemo z MeOH (40 mL), 
nastalo suspenzijo stresamo na ultrazvočni kadički, oborino odnučamo in matičnici 
uparimo topilo pod znižanim tlakom, pri čemer dobimo produkt v obliki temno rjave trdne 
snovi. 
Izkoristek reakcije: 26 %; temno rjava trdna snov (11,0 mg); Rf (diklorometan/metanol = 
9/1 + ocetna kislina): 0,6; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 2,28 (s, 3H, CH3), 3,90 (s, 
3H, CH3), 7,38 (s, 1H, Ar-H-4), 8,31 (s, 1H, Ar-H-7), 12, 36 (s, 1H, NH) ppm 
Produkt ni čist. Nastalo ga je premalo, da bi ga lahko očistili. 
Sinteza 5-(benziloksi)-2-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-
karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline (21) 
Uporabimo enak postopek kot pri sintezi spojine 19, le da namesto spojine 14 uporabimo 
spojino 16 (35,2 mg, 0,072 mmol).  
Izkoristek reakcije: 66 %; temno rjava trdna snov (22,7 mg); Ttališča: 247-248 °C; Rf (etil 
acetat/heksan + ocetna kislina = 3/1): 0,67; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 2,28 (s, 3H, 
CH3), 5,29 (s, 2H, CH2), 7,28-7,35 (m, 1H, Ar-H), 7,35-7,44 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,46 (s, 
1H, Ar-H-4), 7,52-7,60 (m, 2H, 2 × Ar-H), 8,33 (s, 1H, Ar-H-7), 11,84 (s, 1H, NH), 12,36 
(s, 1H, COOH), 12,71 (s, 1H, NH) ppm; IR (ATR) ν = 3256, 2360, 1948, 1729, 1665, 
1611, 1534, 1497, 1435, 1399, 1303, 1259, 1229, 1169, 1085, 1030, 974, 924 cm-1; HR-
MS (ESI-) za C21H14O4N3Cl2S: izračunan 474,0088, izmerjen 474,0080; HPLC: tR: 11,743 
(88,15% pri 280 nm). 
 
Shema 2: Sinteza metil 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-
hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilata (23). Reagenti in pogoji: (a) KSCN, Br2, 
CH3COOH, sobna T, 24 h, (b) 2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)etan-1-on, 
NaCO3, DMF, 80 °C, 24 h. 
 




Sinteza metil 2-amino-5-hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilata (22) 
Spojino 6 (0,379 g, 1,81 mmol) in kalijev tiocianat (0,70 g, 7,24 mmol) raztopimo v ocetni 
kislini (4 mL/mmol), raztopino ohladimo na 10 °C in dokapavamo brom (Br2, 0,186 mL, 
3,62 mmol). Reakcijsko zmes mešamo pri sobni T čez noč, nevtraliziramo z nasičeno 
raztopino NH3 (15 mL/mmol) in nastalo oborino odnučamo. Trdno snov sušimo v 
sušilniku 1,5 h pri 60 °C. Suho snov prelijemo z dietil etrom (40 mL), nastalo suspenzijo 
stresamo na ultrazvočni kadički, oborino odnučamo in posušimo. Suh preostanek prelijemo 
z MeOH (500 mL), segrevamo do vrenja in neraztopljeno oborino odnučamo. Matičnici 
uparimo topilo pod znižanim tlakom, pri čemer dobimo produkt v obliki oranžne trdne 
snovi. 
Izkoristek reakcije: 9 %; (45 mg); Ttališča: > 300 °C; Rf (etil acetat/heksan= 3/1): 0; 1H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 3,88 (s, 3H, CH3), 6,82 (s, 2H, NH2), 8,01 (s, 1H, Ar-H-4), 
8,09 (s, 1H, Ar-H-7), 10,66 (s, 1H, OH) ppm; IR (ATR) ν = 3383, 2953, 2180, 1662, 1523, 
1432, 1184, 950, 907 cm-1. 
Sinteza metil 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5-hidroksibenzo[d]tiazol-6-
karboksilata (23) 
Spojino 22 (45 mg, 0,20 mmol) raztopimo v DMF (6 mL), dodamo Na2CO3 (21 mg, 0,20 
mmol) in reakcijsko zmes prepihamo z argonom. Dodamo 2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-
1H-pirol-2-il)etan-1-on (23 mg, 0,22 mmol) in reakcijsko zmes mešamo čez noč pri 80 °C. 
Topilo uparimo pod znižanim tlakom, preostanek suspendiramo v 1M HCl (10 mL) ter 
oborino odnučamo. Trdno snov sušimo v sušilniku 1,5 h pri 60 °C. Suho snov delno 
raztopimo v etil acetatu (15 mL), stresamo na ultrazvočni kadički, oborino odnučamo in 
matičnici uparimo topilo pod znižanim tlakom. Suh preostanek iz matičnice delno 
raztopimo v MeOH, odnučamo oborino in iz matičnice s kristalizacijo pridobimo produkt. 
Izkoristek reakcije: 8 %; (8 mg); Ttališča: 258-259 °C; Rf (etil acetat/heksan= 3/1): 0,98; 1H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 3,94 (s, 3H, CH3), 7,26 (s, 1H, pirolna-CH), 7,55 (s, 1H, 
Ar-H-4), 8,49 (s, 1H, Ar-H-7), 10,66 (s, 1H, OH), 12,82 (s, 1H, NH), 13,29 (s, 1H, NH) 
ppm; IR (ATR) ν = 3118, 1671, 1641, 1612, 1579, 1544, 1433, 1401, 1374, 1332, 1287, 
1245, 1218, 1175, 1119, 1043, 974, 951, 901 cm-1; HR-MS (ESI+) za C14H10O4N3Br2S: 
izračunan 473,8753, izmerjen 473,8754; HPLC: tR: 10,603 (84,74% pri 280 nm). 
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR SINTEZ 
5.1.1 Fischerjeva esterifikacija 
Karboksilna kislina lahko v kislem reagira z nukleofili, v alkalnem lahko reagira kot 
kompetitivni nukleofil, zaradi polarnosti pa lahko vpliva tudi na slabo topnost spojine v 
organskih topilih. Da se temu izognemo jo je potrebno zaščititi. Najpogostejša zaščita za 
karboksilne kisline so estri. Mi smo uporabili Fischerjevo esterifikacijo. To je 
esterifikacija, ki poteče v prisotnosti alkohola in močne kisline, ki služi kot katalizator, ob 
gretju. V našem primeru smo izhodno spojino raztopili v metanolu, dodali H2SO4  in 
mešali čez noč pri 70 °C. Najprej H2SO4 protonira karbonil, kar vodi do povečane 
reaktivnosti elektrofila. Sledi napad nukleofilnega metanola, ki hkrati služi kot topilo (21, 
22). 
 
Shema 3: Mehanizem Fischerjeve esterifikacije. Prirejeno po (21). 
 
Esterifikacijo smo najprej poskusili izvesti preko pretvorbe karboksilne kisline v kislinski 
klorid, tako da smo izhodno spojino raztopili v metanolu, na ledeni kopeli dodali tionil 
klorid in zmes segrevali čez noč pri 60 °C. Na tak način smo sicer dobili nekoliko bolj čist 
produkt kot pri Fischerjevi esterifikaciji, vendar pa je bil izkoristek reakcije le 23%, 
medtem ko je bil pri Fischerjevi esterifikaciji kar 89%. 
 
5.1.2 Uvedba zaščitne skupine Boc 
Aminska skupina je odličen nukleofil, zaradi česar jo moramo zaščititi, da v nadaljevanju 
sinteze ne vstopa v stranske reakcije in s tem ne pride do neželenih stranskih produktov. V 
našem primeru jo moramo zaščititi zato, da lahko v naslednjem koraku selektivno 
uvedemo acetilno zaščitno skupino na hidroksilno skupino. Za zaščito smo uporabili terc-
butiloksikarbamatno (Boc) zaščitno skupino, ki se v kislih pogojih lahko relativno 
enostavno odstrani. Spojini 1 smo dodali Boc2O in zmes mešali 2 dni pri 70 °C. Pri tem 
aminska skupina po mehanizmu nukleofilne substitucije napade elektrofilni ogljikov atom 
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di-terc-butil dikarbonata (Boc2O), terc-butil karbonat pa izstopi iz reakcije in razpade na 
terc-butanol in ogljikov dioksid (23, 24). 
 
Shema 4: Mehanizem uvedbe zaščitne skupine Boc na aminsko skupino. Prirejeno po (24). 
 
Reakcijo smo zaradi slabega izkoristka (43%) poskušali izvesti na več različnih načinov. 
Spojino 1 smo raztopili v diklorometanu, dodali Boc2O in katalizator DMAP in mešali 5 
dni pri sobni T, vendar reakcija ni potekla do konca in je zato nastalo le malo produkta. 
Enako se je zgodilo, ko smo spojino 1 raztopili v diklorometanu, na ledeni kopeli dodali 
Boc2O in mešali 7 dni in ko smo spojino 1 raztopili v THF, dodali Boc2O in 7 dni mešali 
na 70 °C.  
 
5.1.3 Uvedba acetilne zaščitne skupine (O-acetiliranje) 
Fenolna hidroksilna skupina je nukleofilna in šibko kisla. V našem primeru smo jo morali 
zaščititi, da je bil postopek tvorbe benzotiazolnega obroča pri sintezi spojine 9 uspešen, saj 
iz že znanih poskusov na Katedri za farmacevtsko kemijo na UL FFA vemo, da če 
hidroksilna skupina ni zaščitena, ciklizacija ne poteče. Hidroksilno skupino smo zaščitili v 
obliki estra s pomočjo acetanhidrida. Spojino 2 smo raztopili v acetonitrilu, dodali piridin 
in acetanhidrid, ter reakcijsko zmes mešali 2 dni pri 70 °C. Pri tem hidroksilna skupina 
spojine 2 nukleofilno napade ogljikov atom na acetanhidridu. Piridin nato deprotonira 
nastali intermediat, čemur sledi izstop acetata, kot dobro izstopajoče skupine. Protoniran 
piridin nato acetatu odda proton in nastane ocetna kislina (22, 25). 




Shema 5: Mehanizem O-acetiliranja preko acetanhidrida (25). 
 
O-acetiliranje smo poskušali izvesti tudi z uporabo acetil klorida. Stranski produkt pri tej 
reakciji je HCl, zato moramo v reakcijsko zmes dodajati bazo za nevtralizacijo. Najprej 
smo spojino 2 raztopili v THF, nato smo dodali bazo trietilamin in acetil klorid ter 
reakcijsko zmes mešali 3 dni pri 70 °C. V reakcijski zmesi je bila še vedno prisotna 
začetna spojina, prav tako pa je poleg produkta nastajal še stranski produkt prikazan na 
Shemi 6. Pri tvorbi tega stranskega produkta se zaradi sproščanja HCl pri reakciji iz 
aminske skupine najprej odstrani zaščitna skupina Boc, nastala aminska skupina pa se nato 
acetilira. 
 
Shema 6: Nastanek stranskega produkta pri O-acetiliranju z acetil kloridom. Prirejeno po 
(22, 26). 
 
Zaradi slabega poteka opisane reakcije smo poskusili O-acetiliranje v naslednjem poskusu 
optimizirati tako, da smo kot topilo uporabili acetonitril in kot bazo K2CO3. Spojino 2 smo 
najprej raztopili v acetonitrilu, nato pa dodali K2CO3 in acetil klorid, ter mešali 2 dni pri 50 
°C. Izhodne spojine 2 v nastali zmesi sicer ni bilo več, vendar pa je stranski produkt 
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prikazan na Shemi 6 še vedno nastajal v veliki meri. Produkt smo izolirali in očistili s 
kolonsko kromatografijo (MF: etilacetat/heksan = 1/6). Izkoristek reakcije je bil le 48%, 
zato smo se odločili za O-acetiliranje s pomočjo acetanhidrida, ki je nekoliko manj 
reaktiven od acetil klorida. Pri tej reakciji se sprosti ocetna kislina, ki ni tako kisla kot HCl 
in ne odstrani Boc zaščite. Posledično ne nastaja omenjen stranski produkt. Izkoristek te 
reakcije je 84%. 
 
5.1.4 Odstranjevanje zaščitne skupine Boc 
Zaščitno skupino Boc na aminski skupini smo odstranili z reakcijo acidolize z uporabo 2 M 
HCl v dietiletru. Spojini 3 in 5 smo raztopili v 2 M raztopini HCl v dietiletru in reakcijsko 
zmes mešali čez noč pri sobni T v zaprtem sistemu, da smo preprečili izhajanje HCl iz 
bučke. Najprej klorovodikova kislina protonira terc-butil karbamat, nato pa se terc-butilni 
kation odcepi in nastane karbaminska kislina, ki se v nadaljevanju dekarboksilira in 
nastane prosti amin. Nastali produkt je v obliki soli s klorovodikovo kislino. Kot stranska 
produkta pri reakciji nastaneta ogljikov dioksid in terc-butilni kation. Slednji se največkrat 
pretvori v 2-metilpropen, ki je pri sobni temperaturi plin. Izolacija je zaradi nastanka 
stranskih produktov v plinastem stanju enostavna. Produkt se v dietiletru izobori, tako da 
ga na koncu le odnučamo (26). 
 
Shema 7: Mehanizem odstranjevanja zaščitne skupine Boc s HCl. Prirejeno po (26). 
 
Spojinam 3, 4 in 5 smo zaščitno skupino Boc poskušali odstraniti tudi z reakcijo acidolize 
z uporabo trifluoroocetne kisline (TFA) v diklorometanu kot topilu. Reakcija poteče preko 
enakega mehanizma kot v zgoraj opisanem postopku s klorovodikovo kislino, le da kot 
kislina nastopa TFA. Problem pri uporabi TFA se je pojavil pri spojinah 3 in 5 , ki 
vsebujeta acetilno oz. benzilno skupino, ki se pri reakciji lahko odcepita. Ker je HCl 
močnejša kislina kot TFA, bi pričakovali, da tudi pri reakciji s HCl pride do odcepa teh 
dveh skupin. Razlog, da do tega ne pride, je verjetno uporaba HCl v topilu eter, ki 
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povzroči, da se produkt v obliki soli obori in ne reagira naprej. Pri spojini 4, ki vsebuje 
metilno skupino, reakcija s TFA poteče brez težav in ne pride do odcepa metilne skupine. 
Razlog za to je velika obstojnost metilnega etra, ki se odstranjuje pod zelo agresivnimi 
pogoji. 
 
5.1.5 Ciklizacija do benzotiazolnega obroča 
Pri tem sinteznem postopku smo spojine 6, 7, 8 in KSCN raztopili v ocetni kislini, nato pa 
na vodni kopeli (na ledeni kopeli bi ocetna kislina zamrznila) po kapljicah dodajali brom. 
Najprej se brom po mehanizmu elektrofilne aromatske substitucije veže na mesto 5 naše 
spojine. Glede na usmerjanje že pripetih substituentov na obroču lahko predvidimo, da se 
bo nekaj broma vezalo tudi na mesto 3 in s tem povzročilo nastanek stranskega produkta. 
Ocetna kislina, ki je polarno protično topilo, pospešuje ionizacijo in s tem poveča 
elektrofilnost tiocinata. Nato aminska skupina, ki je močan nukleofil, napade ogljikov atom 
molekule KSCN. V zadnji stopnji tiolnatna skupina po mehanizmu nukleofilne aromatske 
substitucije substituira brom na aromatskem ogljikovem atomu, pri čemer se sprosti 
bromidni ion, ki je dobra izstopajoča skupina (27). 
 
 
Shema 8: Mehanizem ciklizacije benzotizolnega obroča. R = H, Me, Bn. Prirejeno po (27) 
 
Pri izolaciji spojin 10, 11 in 22 smo za nevtralizacijo kisline uporabili 25% vodno 
raztopino amonijaka. Spojini 22 smo s tem že odstranili acetilno zaščitno skupino na mestu 
5 benzotiazolnega obroča. Čiščenje te spojine je bilo problematično, saj so nečistote imele 
podobne fizikalno-kemijske lastnosti kot naša spojina in iz spojine smo zelo težko očistili 
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amonijeve ione. Izkoristek te reakcije je bil zaradi nastanka več stranskih produktov in 
zahtevnega čiščenja zelo nizek (9%), medtem ko sta bila izkoristka pri sintezi spojin 10 in 
11 veliko boljša (74% in 45%). Zaradi slabega izkoristka ciklizacije pri spojini 22, smo 
spojino 9 izolirali drugače. Nevtralizirali smo jo z NaHCO3, ki je manj bazična kot vodna 
raztopina amonijaka. S tem postopkom nismo imeli problemov z odstranitvijo amonijevih 
ionov in na mestu 5 benzotiazolnega obroča ni prišlo do odstranitve acetilne zaščitne 
skupine. Izkoristek tega postopka je malo višji (23%), med reakcijo pa je kljub temu 
nastalo več stranskih produktov. 
 
5.1.6 Tvorba amidov z aktivirano kislino 
3,4-Dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilna kislina pod običajnimi pogoji ne reagira kot 
elektrofil, ker je –OH skupina slaba izstopajoča skupina. Zaradi tega jo je pri sintezi 
amidne vezi potrebno aktivirati. Iz karboksilne kisline smo zato s pomočjo oksalil klorida 
pripravili kislinski klorid. Ta vsebuje klor, ki zaradi svoje elektronprivlačnosti poveča 
elektrofilnost karbonilnega ogljika in je ob enem tudi dobra izstopajoča skupina, zaradi 
česar je kislinski klorid reaktiven. Reakcijo smo izvajali v brezvodnem diklorometanu pod 
inertno atmosfero, saj je aktivirana kislina občutljiva na vlago (22, 28). 
 
Shema 9: Aktivacija karboksilne kisline s pomočjo oksalil klorida. Prirejeno po (28). 
 
V naslednjem koraku smo pripravljenemu kislinskemu kloridu dodali spojino s prosto 
aminsko skupino (spojine 9, 10 in 11), spojini smo raztopili v toluenu in mešali čez noč pri 
130 °C. Amin po mehanizmu nukleofilne substitucije napade aktivirano karbonilno 
skupino kislinskega klorida in preko nastanka nestabilnega tetraedričnega intermedianta 
tvori amidno vez. Pri reakciji se sprošča klorovodikova kislina. 





Shema 10: Tvorba amida z aktivirano kislino. Prirejeno po (22). 
 
Pri tvorbi amidne vezi med aminom in 2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)etan-1-
onom je mehanizem reakcije podoben, kot na shemi 10. Kot topilo smo pri tej reakciji 
uporabili DMF, dodali pa smo še Na2CO3, ki ohranja neionizirano obliko izhodnega amina 
tekom reakcije, ter poveča nukleofilnost aminske skupine, da reakcija lažje poteče. 
5.1.7 Alkalna hidroliza estrov 
Estre smo uporabili za zaščito karboksilne kisline, saj smo tako preprečili, da bi ta reagirala 
tekom sinteznih postopkov. Za aktivnost spojin na DNA-girazo in topoizomerazo IV pa je 
ključno, da je prisotna prosta karboksilna kislina, saj so estri manj aktivni. Zaradi tega je 
bila zadnja stopnja sinteze naših spojin alkalna hidroliza estrov. Spojine 17, 19, 20 in 21 
smo suspendirali v dioksanu, dodali 4M NaOH in greli na 60 °C. V prvi stopnji hidroksidni 
ion nukleofilno napade elektrofilni ogljikov atom estra in nastane tetraedrični intermediant. 
Nato izstopi skupina RO- in deprotonira karboksilno kislino. Produkta sta natrijeva sol 
karboksilne kisline in alkohol (29). 
 
Shema 11: Mehanizem hidrolize estra. Prirejeno po (29). 
 
Pri spojini 22 je do hidrolize acetilnega estra prišlo že med izolacijo produkta pri izvedbi 
reakcije ciklizacije (tvorbe benzotiazolnega obroča). Pri tej izolaciji smo uporabili 
nasičeno raztopino amonijaka, ki je močna baza. Zaradi tega je prišlo do hidrolize 
acetilnega estra, medtem ko se metilni aromatski ester ni hidroliziral. Razlog za to je 
bistveno večja stabilnost metilnega aromatskega estra, ki hidrolizira šele pri visokem pH-ju 
in segrevanju pri povišani temperaturi. 
Špela Jus  Magistrska naloga 
39 
 
5.2 REZULTATI BIOLOŠKIH TESTIRANJ 
5.2.1 Encimski testi 
Na encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli so bile testirane tri sintetizirane spojine (14, 19 
in 21), na DNA topoizomerazi IV iz E. coli ena (19) in na DNA-girazi ter topoizomerazi 
IV iz bakterije Staphylococcus aureus dve spojini (14, 19). Rezultati testiranj so podani kot 
rezidualna aktivnost (RA) pri različnih koncentracijah zaviralca (0,1 µM, 0,01 µM in 0,001 
µM). RA je razmerje med aktivnostjo encima ob dodatku zaviralca in aktivnostjo encima 
brez zaviralca, podano v procentih. Nižja kot je vrednost RA, bolj zaviralec zavira 
aktivnost encima. Tako 100% rezidualna aktivnost pomeni, da inhibicije ni, 0% pa pomeni 
popolno inhibicijo encima. Srednjo zaviralno koncentracijo (IC50) smo določili spojinama 
14 in 19. Ta nam pove kakšna je koncentracija zaviralca, ki povzroči 50% zaviranje 
encima. Za lažjo primerjavo rezultatov, smo v tabelo dodali še rezultate testiranj spojin 
LDN-7, LDN-9, TAZ-2b, TAZ-6, TAZ-7, TAZ-8, ki so jih sintetizirali in testirali 
predhodni raziskovalci, spojino a iz katere smo izhajali in novobiocin, edini zaviralec 
DNA-giraze B, ki je prišel v klinično uporabo. Rezultati testiranj so prikazani v preglednici 
I. 
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Preglednica I: Zaviralne aktivnosti na encima DNA-giraza in topoizomeraz IV iz bakterij 
E. coli in S. aureus, podane kot rezidualne aktivnosti (RA) ali vrednosti IC50. 
 
 
                                     
       
                               14, 19, 21, LDN-7, LDN-9                                                                  TAZ-2b, TAZ-6, TAZ-7, TAZ-8, a 
 
Spojina R1 R2 X 
RA (%)a oz. IC50
b (nM) 
E. coli S. aureus 
DNA-giraza topoizomeraza IV DNA-giraza topoizomeraza IV 
14 H3COOC OAc - 
31% pri 100 nM 
79% pri 10 nM 
n.d.c 
87% pri 10000 nM 
91% pri 1000 nM 
96% pri 10000 nM 
93% pri 1000 nM 
19 COOH OH - 3,62 ± 0,87 nM 386 nM 
21% pri 100 nM 
61% pri 10 nM 
53,1 nM 
21 COOH OBn - 
3% pri 10 nM 
86% pri 1 nM 
n.d. n.d. n.d. 
LDN-7 H3COOC - - 2600 nM n.d. n.d. n.d. 
LDN-9 COOH - - 13,4 ± 0,3 nM 137 nM 170 ± 52 nM 40,6 nM 
TAZ-2b H3COOC - Br 
58% pri 10000 nM 
92% pri 1000 nM 
n.d. n.d. n.d. 
TAZ-6 H3COOC - Cl 
86% pri 10000 nM 
100% pri 1000 nM 
n.d. n.d. n.d. 
TAZ-7 COOH - Br 12,3 ± 7,4 nM 2970 nM 1750 nM 150 nM 
TAZ-8 COOH - Cl 19,1 ± 0,4 nM 260 nM 
24% pri 100000 nM 
48% pri 10000 nM 
2040 nM 
a NHOCOOH - Br 58 ± 31 nM 13000 ± 3000 nM n.d. 10000 ± 2000 nM 
novobiocin - - - 170 nM 11000 nM 41 nM 27000 nM 
a Rezidualna aktivnost pri različnih koncentracijah zaviralca. 
b Koncentracija zaviralca, ki povzroči 50% zaviranje encimske aktivnosti. 
c Ni določeno. 
 
Primerjava rezultatov kaže, da substitucija na pirolamidnem fragmentu pomembno vpliva 
na aktivnost spojine. Iz podanih rezultatov lahko sklepamo, da so spojine s pripetim 3,4-
dikloro-5-metil-1H-pirolamidnim fragmentom (LDN-7: IC50 = 2600 nM za DNA-girazo iz 
E. coli) v primerjavi s spojinami s 4,5-dibromo-1H-pirolamidnim fragmentom (TAZ-2b: 
RA pri 10000 nM = 58% za DNA-girazo iz E. coli) in 4,5-dikloro-1H-pirolamidnim 
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fragmentom (TAZ-6: RA pri 10000 nM = 86% za DNA-girazo iz E. coli) nekoliko bolj 
aktivne. Če primerjamo še spojine LDN-9, TAZ-7 in TAZ-8, lahko to trditev potrdimo. 
Zaviranje DNA-giraze iz E. coli je bilo za vse te tri spojine sicer primerljivo (IC50 = 13, 4 
nM, 12,3 nM in 19,1 nM), velike razlike v aktivnostih pa so bile opazne pri DNA-girazi iz 
S. aureus  in pri topoizomerazi IV iz E. coli in S. aureus. Na te encime je bila spojina 
LDN-9 z 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirolamidnim fragmentom veliko bolj aktivna. Glede na 
te rezultate lahko predvidevamo, da lahko vsi trije piroli zasedejo vezavno mesto na 
encimu, vendar piroli z manjšimi metilnimi in klorovimi atomi bolje ustrezajo 
adeninskemu vezavnemu mestu DNA-giraze iz S. aureus  in topoizomeraze IV iz E. coli in 
S. aureus, ki imajo manjše hidrofobne žepe v primerjavi z DNA-girazo iz E. coli. Spojine, 
ki smo jih testirali mi (14, 19 in 21), zato vse vsebujejo 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirolamidni 
fragment. Spojine 17, ki ima pripet dibromopirol, nismo testirali, saj ni bila dovolj čista. 
Iz rezultatov lahko razberemo, da so spojine s prosto karboksilno kislino bolj aktivne od 
njihovih estrskih analogov. To je razvidno iz primerjave med kislinami 19 (IC50 = 3,62 
nM), LDN-9 (IC50 = 13,4 nM), TAZ-7 (IC50 = 12,3 nM), TAZ-8 (IC50 = 19,1 nM) in 
njihovimi estrskimi analogi 14 (IC50 = 50 nM, vsebuje še acetatno skupino), LDN-7 (IC50 
= 2600 nM), TAZ-2b (RA(10 µM) = 58%) in TAZ-6 (RA(10 µM) = 86%). Čeprav ima 
spojina 14 na mestu 5 vezano skupino OAc spojina 19 pa OH, lahko iz primerjave med 
drugimi spojinami tudi pri teh dveh spojinah sklepamo, da je največji razlog za razliko v 
aktivnosti prisotnost oz. odsotnost proste karboksilne skupine. Ob primerjavi spojine 14 s 
spojino 19 opazimo tudi, da je spojina 19 veliko bolj aktivna tudi na encimih DNA-giraza 
in topo IV iz S. auereus, kjer je spojina 14 praktično neaktivna. Glavni razlog za to je 
verjetno možnost tvorjenja dodatnih interakcij med karboksilno kislino in aminokislinskim 
ostankom Arg136, ki jih spojine z metilno estersko skupino ne morejo tvoriti. 
Na zaviralno delovanje pomembno vpliva tudi substitucija na mestu 5. To lahko opazimo 
ob primerjavi spojin 19, ki ima pripeto hidroksilno skupino in LDN-9, ki ima mesto 5 
nesubstituirano. Spojina 19 je na encimu DNA-giraza iz E. coli (IC50 = 3,62 nM) bolj 
aktivna kot spojina LDN-9 (IC50 = 13,4 nM). Na encimih topo IV iz E. coli in S. aureus pa 
so zaviralne vrednosti spojine LDN-9 (IC50 = 137 nM; IC50 = 40,6 nM) nekoliko boljše kot 
pri spojini 19 (IC50 = 386 nM; IC50 = 53,1 nM), vendar razlika ni zelo izrazita. Iz tega 
lahko sklepamo, da je substitucija na mestu 5 ugodna za zaviranje encima DNA-giraza, 
nesubstituirano mesto 5 pa je bolj ugodno za encim topo IV. Da bi ta sklep potrdili, pa bi 
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bilo potrebno pripraviti večje število podobnih spojin. Spojina 21 (RA = 3% pri 10 nM), ki 
ima na mestu 5 pripeto sterično večjo skupino OBn, ima podobno ocenjeno zaviralno 
vrednost encima DNA-giraza iz E. coli kot spojina 19 (IC50 = 3,62 nM) s pripeto 
hidroksilno skupino. Iz tega lahko sklepamo, da lahko na to mesto v molekuli pripnemo 
tudi večje fragmente. 
Če med seboj primerjamo našo najbolj obetavno spojino 19 in spojino a iz katere smo 
izhajali, lahko opazimo očiten napredek. Z zamenjavo dibromopirola z 
metildikloropirolom, skrajšanjem molekule z uvedbo krajših substituentov na mesto 6 in z 
uvedbo hidroksilne skupine na prej nesubtituirano mesto 5 smo aktivnost spojine močno 
izboljšali. Spojina 19 (IC50 = 3,62 nM) izkazuje približno 16-krat močnejše zaviranje 
DNA-giraze iz bakterije E. coli kot spojina a (IC50 = 58 nM), skoraj 34-krat močnejše 
zaviranje topo IV iz E. coli (19: IC50 = 386 nM; a: IC50 = 13000 nM) in skoraj 190-krat 
močnejšo inhibicijo topo IV iz bakterije S. aureus (19: IC50 = 53,1 nM; a: IC50 = 10000 
nM). V primerjavi z novobiocinom (IC50 = 170 nM), ki je bil edini klinično uporabljen 
zaviralec DNA-giraze B, spojina 19 (IC50 = 3,62 nM) skoraj 47-krat močneje zavira DNA-
girazo iz E. coli. 
Na osnovi spojine 19 lahko zaključimo, da so zaviralne vrednosti na encim DNA-giraza iz 
bakterije E. coli nekoliko višje v primerjavi z zaviralnimi vrednostmi na DNA-girazo iz 
bakterije S. aureus in topo IV iz bakterij E. coli in S. aureus. Sklepamo, da so glavni vzrok 
za to razlike v adeninskem vezavnem mestu encimov. 
 
5.2.2 Protibakterijska aktivnost 
Najbolj aktivni spojini 19 so na Fakulteti za farmacijo v Helsinkih določili protibakterijsko 
delovanje. Delež zaviranja rasti bakterij so določili na bakterijskih sevih A. baumannii, E. 
aerogenes, E. faecalis, E. faecium, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, E. coli ter na 
dveh mutiranih sevih E. coli. Prvi mutiran sev E. coli ima izbit gen tolC, ki nosi zapis za 
izlivno črpalko. Drugi mutiran sev E. coli ima izbit gen lpxC, kar povzroči boljšo 
prepustnost membrane, saj je okvarjena biosinteza lipida A. S pomočjo teh dveh sevov 
smo preverili, če na delovanje naših spojin vplivata aktivnost izlivne črpalke ali povečana 
prepustnost zunanje bakterijske membrane.  
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Preglednica II: Delež zaviranja rasti bakterij pri koncentraciji zaviralca 50 µM po 24 urni 
inkubaciji. Rezultati so podani kot % inhibicije. Deleži, ki so višji od 80%, so označeni s 
krepko pisavo. 
Spojina 

















19 11,2 8,40 98,2 0,0 5,11 
LDN-7 6,47 5,95 10,4 9,55 13,4 
LDN-9 98,9 25,1 99,1 97,5 29,6 
TAZ-2b 10 7 73 17 14 
TAZ-6 13 8 60 16 17 
TAZ-7 4 6 100 97 7 
TAZ-8 9 6 100 100 15 
a Delež zaviranja rasti bakterij pri koncentraciji zaviralca 50 µM po 24 urni inkubaciji. 
b Sev, ki nosi mutiran gen tolC z neaktivno izlivno črpalko. 












ATCC 25922 tolCb lpxCc 
19 0,0 98,2 23,00 99,0 37,6 
LDN-7 1,96 8,66 2,97 2,22 14,4 
LDN-9 70,2 100 99,9 99,5 98,9 
TAZ-2b 3 0 0 2 5 
TAZ-6 1 0 0 0 13 
TAZ-7 10 55 9 100 14 
TAZ-8 0 17 2 100 10 
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Iz preglednice II je razvidno, da je spojina 19 zelo aktivna proti po Gramu pozitivnima 
bakterijama S. aureus in E. faecalis, saj zavira njuno rast za več kot 98%. S samo 23% 
spojina 19 zavira divji sev bakterije E. coli, medtem ko skoraj popolnoma zavre mutiran 
sev z izbitim genom tolC (zaviranje rasti = 99%). Iz tega lahko sklepamo, da so za slabo 
zaviranje divjega seva E. coli krive izlivne črpalke, ki črpajo spojino iz bakterijske celice. 
Aktivnost spojine proti mutiranemu sevu E. coli, ki ima izbit gen lpxC, se ni bistveno 
povečala glede na divji sev E. coli. Proti bakterijam A. baumannii, E. aerogenes, E. 
faecium, K. pneumoniae in P. aeruginosa se je spojina 19 izkazala kot povsem neaktivna, 
saj rasti nobene ne zavira za več kot 12%. 
Bakterije P. aeruginosa, E. coli in A. baumannii najbolje zavira spojina LDN-9, bakterijo 
S. aureus spojini 19 in LDN-9, E. faecalis spojine 19, LDN-9, TAZ-6 in TAZ-8, bakterijo 
E. faecium pa spojine LDN-9, TAZ-7 in TAZ-8. Bakteriji E. aerogenes in K. pneumoniae 
bistveno ne zavira nobena izmed spojin.  
V splošnem bi lahko rekli, da se rezultati protibakterijskega testiranja dobro ujemajo z 
rezultati encimskega testiranja. Iz podanih rezultatov bi lahko potrdili sklep iz rezultatov 
encimskih testiranj, da najbolje zavirajo rast bakterij spojine s 3,4-dikloro-5-metilpirolnim 
fragmentom. Spojini TAZ-7 in TAZ-8 s 4,5-dibromopirolom in 4,5-dikloropirolom sta 
aktivni le pri zaviranju rasti bakterij E. faecalis in E. faecium, medtem ko je spojina LDN-9 
s 3,4-dikloro-5-metilpirolom močno aktivna pri večini bakterij. Iz protibakterijskih 
rezultatov prav tako vidimo, da so kislinski derivati bolj aktivni kot njihovi estrski analogi. 
To lahko najbolje razberemo iz rezultatov zaviranja bakterije E. faecalis, kjer kisline 
zavirajo rast za najmanj 98%, medtem ko so estri veliko manj aktivni (največ 73% 
zaviranje). Opazimo lahko, da je za zaviranje bakterij bolj ugodno nesubstituirano mesto 5, 
saj spojina 19, ki ima na mestu 5 hidroksilno skupino, močno zavira le bakteriji S. aureus 
in E. feacalis, medtem ko spojina LDN-9 z nesubstituiranim mestom 5, močno zavira 
večino testiranih bakterij. 
Najbolj aktivnim spojinam so v Biološkem raziskovalnem centru v Szegedu na 
Madžarskem in na Fakulteti za farmacijo na Finskem določili še vrednosti MIK90. MIK90 je 
minimalna zaviralna koncentracija spojine, ki zavre rast mikroorganizma za vsaj 90%. 
Spojino 19 so testirali tudi na sevu bakterije S. aureus, ki je odporen na meticilin (MRSA) 
in predstavlja velik zdravstveni problem. 
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19 >166 >166 2,5 n.d. 20,7 
LDN-9 6,25 n.d. 0,39 0,56 n.d 
TAZ-7 n.d n.d 6,25 6,25 n.d. 
TAZ-8 n.d. n.d. 25,00 n.d. n.d. 
ciprofloksacin n.d. n.d. 3,02 48,3 n.d. 
a Minimalna zaviralna koncentracija, ki zavre rast mikroorganizma za vsaj 90%. Kot pozitivna kontrola je bil uporabljen 
ciprofloksacin. 
b Sev S. aureus odporen na meticilin 
c Sev, ki nosi mutiran gen tolC z neaktivno izlivno črpalko. 
d  Sev, ki nosi mutiran gen lpxC s povečano prepustnostjo zunanje membrane. 
e  Ni določeno 
 
Spojina 19 je izkazala zelo nizke vrednosti MIK90 za bakterije E. faecalis (2,5 µM), K. 
pneumoniae (20,7 µM), divji sev S. aureus (41,4 µM) in sev S. aureus odporen na 
meticilin (10,4 µM). Zanimivo je, da je spojina 19 zavirala rast bakterije K. pneumoniae le 
z 5,11% (Preglednica II), izkazuje pa zelo nizko vrednost MIK90 (20,7 µM). Vzrok bi 
lahko bil ta, da so pri testiranju na Finskem uporabili drugi sev bakterije, kot na 
Madžarskem. Pozornost pritegne tudi boljša aktivnost spojine 19 na meticilin odpornen sev 
od aktivnosti na divji sev S. aureus. Vrednosti MIK90 za ostale bakterije so višje od 166 
µM. Iz rezultatov lahko zopet razberemo, da substitucija na pirolu in vrsta substituenta na 






Staphylococcus aureus Escherichia coli 




19 >166 41,4 10,4 >166 n.d.e n.d. 
LDN-9 75 1,56 n.d. 12,5 0,098 50 
TAZ-7 n.d. n.d. n.d. n.d. 3,13 n.d. 
TAZ-8 n.d. n.d. n.d. n.d. 6,25 n.d. 
ciprofloksacin n.d. n.d. n.d. n.d. 0,015 n.d. 





V sklopu magistrske naloge smo sintetizirali nove benzotiazolne ATP-kompetativne 
zaviralce DNA-giraze B. Sintetizirali smo benzotiazole s 3,4-dikloro-5-metilpirolnim in z 
4,5-dibromopirolnim obročem, s substitucijo na mestu 5 in s prisotno karboksilno kislino 
oz. estrom na mestu 6. Največje težave pri sintezi nam je povzročal postopek ciklizacije do 
benzotiazolnega obroča pri spojinah 9 in 22, kjer so imele nečistote podobne fizikalno-
kemijske lastnosti kot produkt in jih je bilo težko odstraniti. 
Rezultati encimskih testiranj so pokazali, da je spojina 19, ki je kislinski derivat s 3,4-
dikloro-5-metilpirolnim obročem in pripeto hidroksilno skupino na mestu 5 
benzotiazolnega obroča, zelo aktivna na encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli (IC50 = 
3,62 nM). Spojina 19 je dobro zavirala tudi topo IV iz E. coli in DNA-girazo ter topo IV iz 
bakterije S. aureus. Ugotovili smo, da so spojine s 3,4-dikloro-5-metilpirolom, bolj aktivne 
kot tiste s 4,5-dibromopirolom in prav tako bolj kot tiste s 4,5-dikloropirolom. Zaključimo 
lahko tudi, da so kislinski derivati bolj aktivni kot njihovi metilni estrski analogi. Če 
primerjamo našo najbolj obetavno spojino 19 s spojino a, iz katere smo izhajali, lahko 
rečemo, da smo bili zelo uspešni pri optimizaciji spojine, saj je spojina 19 veliko bolj 
aktivna kot spojina a. 
Dobra aktivnost na encimu pa ne pogojuje nujno tudi dobrega protibakterijskega delovanja. 
Za dobro protibakterijsko delovanje mora spojina imeti tudi ustrezne fizikalno-kemijske 
lastnosti, ki spojini omogočijo, da pride do svoje tarče v bakteriji in sposobnost, da zaobide 
različne bakterijske mehanizme odpornosti. Spojina 19 se je zelo dobro izkazala pri 
zaviranju bakterij E. faecalis, K. pneumoniae, divjega seva S. aureus in seva S. aureus 
odpornega na meticilin (MRSA). Čeprav je spojina 19 pri encimskih testih močno zavirala 
encim DNA-giraza iz E. coli, pa protibakterijske aktivnosti na bakterijo E. coli ni 
izkazovala. Vzrok za to je verjetno prisotnost izlivnih črpalk, ki spojino črpajo iz 
bakterijske celice. To smo potrdili s testiranjem na sev bakterije E. coli z mutiranim genom 
za izlivne črpalke, kjer je spojina izkazala veliko boljšo protibakterijsko delovanje, kot na 
divji sev E. coli. 
V okviru magistrske naloge smo uspeli sintetizirati spojino 19, ki ima zelo dobro 
protibakterijsko delovanje. Prav tako smo pridobili informacije, ki bodo prispevale k 
nadaljnjemu razvoju benzotiazolnega tipa zaviralcev DNA-giraze B. V nadaljevanju bi bilo 
potrebno načrtovati spojine, ki bi zaobšle ali zavrle delovanje izlivnih črpalk.  
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